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RESUMEN & SUMMARY 
Introducción 
Durante la activación del linfocito T, se establece una interacción estrecha con la 
célula presentadora de antígeno (APC). Esta unión se denomina sinapsis inmunológica 
(SI) y es necesaria para la correcta activación del linfocito. La formación de la SI implica 
la polarización de orgánulos celulares y múltiples moléculas de señalización hacia la zona 
de contacto, donde se reorganizan diferencialmente en anillos concéntricos o SMACs 
(SupraMolecular Activation Clusters). En la zona más periférica de la SI (dSMAC) se 
acumula la actina, cuya dinámica es esencial no sólo para el ensamblaje de la SI sino 
también para las funciones efectoras de los linfocitos. La necesidad de una correcta 
dinámica de actina hace muy interesante el estudio de las proteínas que la regulan. Una 
de las más importantes es cofilina, que a su vez está activada por la fosfatasa SSH1, cuyo 
papel durante la activación linfocitaria se desconoce actualmente.  
Objetivos 
El objetivo principal de nuestro trabajo fue investigar el papel de SSH1 durante la 
migración, activación y formación de la SI de los linfocitos T. Debido a los múltiples 
mecanismos de regulación de SSH1 sobre cofilina, nos preguntamos además cómo era 
la respuesta del módulo de señalización de cofilina en función de los niveles de SSH1.  
Resultados 
Mediante experimentos de sobreexpresión de SSH1 o de un mutante de unión a 
actina (W458A), observamos que existía una respuesta ultrasensible en el módulo de 
cofilina mediada en parte por la unión de SSH1 a actina. Esta respuesta era además 
biestable e irreversible con la estimulación antigénica. Realizando experimentos de 
microscopía confocal, descubrimos que SSH1 era polarizado a las mismas zonas de la SI 
que actina (dSMAC), lo que también podría contribuir a la ultrasensibilidad del módulo 
debido al enorme aumento de actividad de SSH1 tras su unión a actina filamentosa. A 
través de experimentos de microscopía de TIRF, observamos que la sobreexpresión de 
un mutante catalítico de SSH1 (C393S) bloqueaba la centralización del TCR y la capacidad 
de adhesión en tiempos iniciales, fenotipo que atribuimos a la alteración de la dinámica 
y reorganización de actina en la SI debido a los mayores niveles de F-actina que 
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RESUMEN & SUMMARY 
presentaban las células con altos niveles de expresión de C393S. Estas células además 
mostraron un defecto en la movilización de calcio a pesar de los mayores niveles de 
fosforilación de CD3 en tiempos tempranos, mientras que las células que 
sobreexpresaban SSH1 wild type mostraron mayores niveles de activación de CD3 y 
PLC1, pero niveles de calcio normales. Además, descubrimos que SSH1 disminuía la 
velocidad y direccionalidad de las células en migración en microcanales (dos 
dimensiones), mientras que en matrices de colágeno tridimensionales aumentaba la 
velocidad y distancia recorrida.  
Conclusiones 
A la vista de nuestros resultados, concluimos que la activación de cofilina es 
ultrasensible en función de los niveles de SSH1, y que esta respuesta está mediada en 
parte por la unión de SSH1 a actina. SSH1 además participa en la homeostasis de actina 
filamentosa y es esencial para el clareamiento de actina en tiempos iniciales de 
formación de la SI. Los reordenamientos de actina mediados por SSH1 son necesarios 
para la adhesión celular tras estimulación antigénica y para la centralización inicial del 
TCR, aunque su perturbación no afectó a la arquitectura de la SI madura. Sin embargo, 
esta dinámica de actina alterada produjo un defecto en la movilización de calcio tras 
estimulación del TCR, probablemente debido a la perturbación del cross-talk entre la 
actina y el aumento de calcio intracelular. Además, encontramos un papel de SSH1 en la 
direccionalidad de la migración celular en dos dimensiones y en la velocidad y distancia 
recorrida en tres dimensiones. 
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RESUMEN & SUMMARY 
Introduction 
During T-cell activation, a stable interaction with the antigen-presenting cell (APC) is 
established. This junction is called the immunological synapse (IS) and is necessary for 
the proper activation of T cells. The formation of the IS involves the polarization of cell 
organelles and multiple signaling molecules towards the contact area, where they are 
differentially reorganized in concentric rings or SMACS (SupraMolecular Activation 
Clusters). In the outermost part of the IS (dSMAC), the actin is accumulated, and its 
dynamics are essential not only for the assembly of the IS, but also for the effector 
functions of the lymphocytes. The need for proper actin dynamics makes the study of 
its regulatory proteins very interesting. One of the most important proteins is cofilin, 
which is in turn activated by the phosphatase SSH1, whose role during T-cell activation 
is currently unknown. 
Objectives 
The main objective of our work was to investigate the role of SSH1 during T-cell 
migration, activation and formation of the IS. Due to the multiple SSH1 regulatory 
mechanisms of cofilin, we also wondered how was the response of the cofilin signaling 
module as a function of SSH1 levels. 
Results 
Using overexpression of SSH1 or its actin-binding mutant (W458A), we observed that 
there was an ultrasensitive response in the cofilin module mediated in part by SSH1 
binding to actin. This response was also bistable and irreversible with antigenic 
stimulation. With confocal microscopy experiments, we found that SSH1 was polarized 
to the same regions of the IS than actin (dSMAC), which could also contribute to the 
ultrasensitivity of the module due to the huge increase in SSH1 activity upon binding to 
filamentous actin. In TIRF microscopy experiments, we observed that the 
overexpression of a catalytically inactive mutant of SSH1 (C393S) blocked the 
centralization of the TCR and the adhesion ability in early stages, a phenotype that we 
explained by the alteration of the dynamics and reorganization of actin at the IS due to 
the higher levels of F-actin that showed the cells with high expression levels of C393S. 
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These cells also showed a defect in calcium mobilization despite the higher levels of 
CD3 phosphorylation in early stages, while cells overexpressing wild type SSH1 showed 
higher activation of CD3  and PLC1 but normal calcium levels. Besides, we found that 
SSH1 caused a decrease in the speed and directionality of cells migrating in 
microchannels (two dimensions), while it caused an increase in the speed and distance 
in collagen matrices. 
Conclusions 
In the sight of our results, we conclude that cofilin activation is ultrasensitive as a 
function of SSH1 levels and this response is partly mediated by SSH1 binding to actin. 
SSH1 also participates in filamentous actin homeostasis and is essential for actin 
clearance in the initial stages of IS formation. Actin remodeling mediated by SSH1 are 
necessary for cell adhesion upon antigenic stimulation and for the initial TCR 
centralization, even though its disturbance did not affect the architecture of mature ISs. 
However, this altered actin dynamics caused a defect in calcium mobilization after TCR 
stimulation, probably due to an alteration of the cross-talk between actin and 
intracellular calcium increase. Also, we found a role for SSH1 in the directionality of 















Abreviatura Nombre completo en español Nombre completo en inglés 
   
2D Dos dimensiones  
3D Tres dimensiones  
ABP Proteína de unión a actina Actin Binding Protein 
ADAP 
Proteína adaptadora promotora de adhesión y 
desgranulación 
Adhesion and Degranulation-promoting 
Adapter Protein 
ADF  Factor despolimerizante de actina Actin Depolymerizing Factor 
ADP Adenosín difosfato Adenosin Diphosphate 
AP-1 Proteína activadora-1 Activator Protein-1 
APC Célula Presentadora de Antígeno Antigen-Presenting Cell 
ATP Adenosín trifosfato Adenosin Triphosphate 
CaMK Kinasa dependiente de Ca2+-calmodulina Ca2+-calmodulin-dependent kinase 
CD Grupo de diferenciación Cluster of Differentiation 
cSMAC Grupo de activación supramolecular central Central Supramolecular Activation Cluster 
DAG Diacilglicerol Diacylglycerol 
dSMAC Grupo de activación supramolecular distal Distal Supramolecular Activation Cluster 
DSP Fosfatasa de especificidad dual Dual Specificity Phosphatase 
ECL Quimioluminiscencia mejorada Enhanced ChemiLuminescence 
EGF Factor de crecimiento epidérmico Epidermal Growth Factor 
ERK Proteínas kinasa reguladas por señal extracelular 
Extracellular signal-Regulated protein 
Kinases 
F-actina  Actina filamentosa Filamentous Actin 
FBS Suero fetal bovino Fetal Bovine Serum 
FSC Dispersión frontal Forward SCatter 
G-actina Actina globular Globular Actin 
Gads 
Adaptador relacionado con GRB2 por debajo de 
Shc 
GRB2-related Adapter Downstream of Shc 
GFP Proteína verde fluorescente Green Fluorescent Protein 
GRB2 
Proteína 2 de unión al receptor de factores de 
crecimiento 
Growth factor Receptor-Bound protein 2 
HAP Péptido de hemaglutinina de la gripe Influenza Hemmaglutinnin peptide 
HRP Peroxidasa de rábano HorseRadish Peroxidase 
HSC70 
Proteína relacionada con choque térmico de 70 
kDa  
Heat Shock Cognate Protein 70 kDa 
ICAM-1 Molécula de adhesión intercellular-1 Intercellular Adhesion Molecule-1 
IFN Interferón  Interferon 
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ABREVIATURAS 
   
IL Interleucina Interleukin 
IP3 Inositol (1,4,5)-trifosfato Inositol (1,4,5)-triphosphate 
ITAM 
Motivos de activación del inmunoreceptor 
basados en tirosina  
Immunoreceptor Tyrosine-based Activation 
Motifs 
Itk Tirosín-kinasa inducida por IL-2 IL-2-induced Tyrosine Kinase 
JNK Kinasa amino-terminal c-Jun   c-Jun amino-terminal Kinase  
LAT Conector para la activación de células T Linker for Activation of T cells 
Lck Proteína tirosín-kinasa específica de linfocitos Lymphocyte-specific protein tyrosine Kinase 
LFA-1 Antígeno asociado a la función del linfocito-1 Lymphocyte Function-Associated Antigen-1 
MAP Proteína activada por mitógeno Mitogen-Activated Protein  
MEK 
Kinasa de la proteína kinasa activada por 
mitógeno 
Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 
MHC Complejo principal de histocompatibilidad Major Histocompatibility Complex 
mRNA Ácido ribonucleico mensajero Messenger ribonucleic acid 
MTOC Centro organizador de microtúbulos Microtubule-Organizing Centre 
NFAT Factor nuclear de células T activadas Nuclear Factor of Activated T cells 
PBMCs Células mononucleares de sangre periférica Peripheral Blood Mononuclear Cells 
pCof  Fosfo-cofilina Phospho-cofilin 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa Polymerase chain reaction 
PDGF  Factor de crecimiento derivado de plaquetas Platelet-Derived Growth Factor 
PDMS Polidimetilsiloxano Polydimethylsiloxane 
PI3K  Fosfoinositol 3-kinasa Phosphoinositide 3-kinase 
PIP2 Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato Phosphatidylinositol 3,4,5-biphosphate 
PIP3  Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate 
PKCθ Proteína kinasa C θ Protein Kinase C θ  
PKD  Proteína kinasa D Protein Kinase D 
PLC-1 Fosfolipasa C-1 Phospholipase C-1 
PLD1 Fosfolipasa D1 Phospholipase D1 
pMHC  Complejo péptido-MHC Peptide-MHC complex 
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo Phenylmethylsulfonyl fluoride 
pNPP  p-Nitrofenil fosfato p-Nitrophenyl phosphate 
PP1  Proteína fosfatasa 1 Protein Phosphatase 1 
PP2A  Proteína fosfatasa 2A Protein Phosphatase 2A 
pSMAC Grupo de activación supramolecular periférico 
Peripheral Supramolecular Activation 
Cluster 
PTEN Homólogo de tensina y fosfatasa Phosphatase and Tensin Homolog 
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ABREVIATURAS 
PTP Proteína fosfatasa de tirosina  Protein Tyrosine Phosphatase 
qPCR PCR cuantitativa Quantitative PCR 
ROS  Especies reactivas de oxígeno Reactive Oxygen Species 
SDF-1α  Factor derivado de célula estromal-1α Stromal Cell-Derived Factor 1α 
SEE  Enterotoxina estafilocócica E Staphylococcal Enterotoxin E 
SH2 Homología a Src 2 Src-homology 2 
SI Sinapsis Inmunológica Immunological synapse 
SLP-76 Proteína leucocitaria de 76 kDa con dominio SH2 
 SH2 domain-containing Leukocyte Protein 
of 76 kDa 
SMAC Grupo de activación supramolecular Supramolecular Activation Cluster 
SSC Dispersión lateral Side SCatter 
TCR  Receptor de la célula T T Cell Receptor 
TESK Proteína kinasa testicular TESticular protein Kinase 
TIRFM 
Microscopía de fluorescencia de reflexión 
interna total 
Total Internal Reflection Fluorescence 
Microscopy 
TNB Tampón Tris-NaCl-Bloqueo Tris-NaCl-Blocking buffer 
VH1  Vaccinia Virus H1 Vaccinia Virus H1 
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1.1. Activación del linfocito T  
 Para que la activación del linfocito T tenga lugar, se necesita un reconocimiento de 
antígeno presentado en moléculas específicas del complejo principal de histocompatibilidad 
(MHC-I para linfocitos CD8+ y MHC-II para linfocitos CD4+) por una célula presentadora de 
antígeno (APC, Antigen-Presenting Cell), que puede ser una célula B, una célula dendrítica o 
un macrófago. Inmediatamente tras el contacto inicial, el linfocito escanea mediante sus 
receptores de célula T (TCRs, T-Cell Receptors) los complejos péptido-MHC (pMHC) presentes 
en la superficie de la misma. Si el pMHC contiene el antígeno para el cual el linfocito es 
específico, se dispara la activación y agregación de los TCRs en cuestión de segundos (Campi 
et al. 2005), lo que a su vez inicia el reclutamiento y activación de una serie de proteínas 
transmembranales y citoplasmáticas involucradas en diversas rutas de señalización, así como 
en la dinámica del citoesqueleto y del sistema endosomal (Figura In1) (Kupfer & Singer, 
1989). Estas reacciones llevan a la expansión clonal de células naïve, o a su diferenciación a 
células efectoras o de memoria, mientras que la reestimulación por el TCR lleva a diferentes 
funciones inmunológicas, como secreción de citoquinas o citotoxicidad. Para una completa 
activación de los linfocitos T, tanto naïve como efectores o de memoria, se requiere de una 
interacción estrecha y duradera en el tiempo entre el linfocito T y la APC que se denomina 
sinapsis inmunológica (SI) (Norcross, 1984; Dustin et al., 1998; Monks et al., 1998; Grakoui et 
al.,  1999; Mempel et al.,  2004). 
 
1.1.1. La sinapsis inmunológica 
En 1984, Norcross sugirió por primera vez un modelo de activación linfocitaria 
dependiente de una comunicación cruzada que requería de la existencia de una interacción 
estrecha entre la célula T y la APC, de manera similar a lo que ocurre en las sinapsis 
neuronales (Norcross, 1984). En este trabajo, Norcross propuso que cuando un linfocito T 
reconocía un pMHC en una APC, tenía lugar una unión compleja y estable entre ambas 
células, lo que acarreaba la interacción de moléculas de adhesión, la acumulación de 
moléculas de TCR en el linfocito T y la liberación dirigida de citoquinas. Sin embargo, no fue 
hasta 1998 cuando Dustin et al. acuñaron el término SI (Dustin et al., 1998) y cuando Monks 
et al. observaron estas interacciones en tres dimensiones, mostrando que las proteínas 
localizadas en el sitio de contacto no estaban distribuidas aleatoriamente, sino altamente 
organizadas en diferentes áreas que denominaron grupos de activación supramoleculares 
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o SMACs (del inglés SupraMolecular Activation Clusters) (Monks et al., 1998; Grakoui et al.,  
1999). 
El proceso de formación de la SI (esquematizado en la Figura In2) comienza con el 
contacto entre una célula T y una APC a través de interacciones de baja afinidad entre 
integrinas como LFA-1 e ICAM-1, respectivamente (Hogg et al., 2011). Estas interacciones 
establecen adhesiones temporales que permiten a los TCRs escanear la superficie de la APC 
en busca de un pMHC específico  (Donnadieu et al., 1994). Si la APC no presenta péptidos 
específicos para el TCR, las células se separarán pronto tras este contacto inicial (Friedman 














































Figura In1: Esquema de la cascada de señalización para la activación del linfocito T. La unión del TCR y CD4/CD8 
a un pMHC adecuado dispara una ruta de señalización intracelular que se inicia con la fosforilación de los motivos 
ITAM de las cadenas de CD3 por Lck, lo que lleva al reclutamiento de ZAP70 y a la formación del complejo de 
señalización LAT/SLP-76. Este complejo recluta y organiza espacial y temporalmente múltiples moléculas que 
llevan a la regulación de la adhesión celular, a la remodelación del citoesqueleto de actina y a la expresión de 
factores de transcripción relacionados con la producción de citoquinas y la proliferación celular. Las flechas 
indican activación molecular. Cof: cofilina; SSH1: Slingshot 1. 
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suficiente afinidad supone una señal de parada (Dustin et al., 1997; Friedman et al., 2010) 
que llevará al establecimiento de una interacción más duradera entre ambas células, 
permitiendo nuevas uniones TCR-pMHC (Donnadieu et al., 1994; Dustin et al., 1997; 
Hosseini et al., 2009). Inmediatamente tras este reconocimiento, los TCRs en periferia 
comienzan a agruparse en microcomplejos que también incluyen moléculas de señalización 
como ZAP70 o SLP-76 (Yokosuka et al., 2005). En cuestión de segundos, las integrinas son 
acumuladas en la zona central del contacto (Grakoui et al.,  1999) y se inician cascadas de 
señalización por el TCR en periferia que llevan a la activación y aumento de afinidad de LFA-
1, haciendo aún más estable la unión celular (Dustin & Springer, 1989; Donnadieu et al.,  
1994).  
Algunas de estas rutas por debajo del TCR e integrinas disparan la reorganización del 
citoesqueleto de actina y tubulina (Lowin-Kropf et al., 1998; Sedwick et al., 1999) y 
participan tanto en la polarización y acumulación de múltiples moléculas y orgánulos 
Figura In2: Representación esquemática de los pasos en la formación de una sinapsis inmunológica (SI). 1: se 
produce el contacto inicial entre la célula T y la APC a través de las integrinas (LFA-1/ICAM-1). 2: esta adhesión 
inicial permite que la célula T escanee la APC y pueda encontrar un pMHC que reconozca, disparándose los 
primeros eventos de activación del TCR en la zona periférica de la interacción. 3: las rutas de señalización 
disparadas tras la activación inicial del TCR llevan a la reorganización del citoesqueleto de actina, produciéndose 
un aumento de actina filamentosa en la zona periférica de la interacción y deplecionándose del centro. 4: esta 
organización del citoesqueleto de actina lleva a la redistribución de las moléculas de señalización en anillos 
concéntricos, formando la clásica estructura de una sinapsis madura en la que se distinguen una zona central 
rica en TCRs (cSMAC) y una zona periférica rica en actina y moléculas de adhesión (pSMAC). 
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celulares hacia la zona de interacción como en su reorganización en la SI (Kupfer & Singer, 
1989; Monks et al., 1998). Esta remodelación de los citoesqueletos de actina y tubulina son 
un aspecto crítico para el correcto ensamblaje de la SI (Burkhardt et al., 2008; Soares et al., 
2013). Uno de los cambios más destacables ligado al reordenamiento de actina es la 
inversión por completo de la organización del TCR y LFA-1 (Grakoui et al.,  1999): los TCRs 
migran y se acumulan en el centro, reemplazando a las moléculas de adhesión y definiendo 
el cSMAC (zona CD3 high) (Yokosuka et al., 2008; Hashimoto-Tane & Saito, 2016), mientras 
que las integrinas forman un anillo a su alrededor, denominado pSMAC (Figura In3) 
(Grakoui et al., 1999). El cSMAC es también rico en moléculas de señalización como 
microcomplejos de CD28/PKCƟ, que se acumulan alrededor de la zona rica en moléculas 
de CD3 (zona CD3 low) y parecen importantes para la activación sostenida (Yokosuka et al., 
2008; Hashimoto-Tane & Saito 2016). El MTOC y el citoesqueleto de tubulina también son 
polarizados a esta zona del contacto (Geiger et al., 1982) y es crítico para la organización y 
polarización del TCR y de moléculas de señalización a la zona de interacción, así como para 
la activación sostenida de la célula T (Das et al., 2004; Martin-Cofreces et al., 2008; Martin-
Cofreces et al., 2012). Por otro lado, gracias a la polarización del MTOC, el cSMAC se 
convierte en una zona de apagamiento de la señal del TCR (Lee et al., 2003; Varma et al., 
2006). La organización molecular diferencial en anillos concéntricos, con un cSMAC rico en 
TCRs, un pSMAC rico en integrinas y un MTOC polarizado es lo que se conoce como SI 
madura (Figura In3) y puede durar horas (Grakoui et al., 1999).  
Existe un tercer anillo alrededor del pSMAC denominado SMAC distal o dSMAC 
(Freiberg et al., 2002), caracterizado por una acumulación y flujo retrógrado de actina 
(Bunnell et al., 2001). Dicho anillo genera unas fuerzas físicas responsables del 
mantenimiento de la SI (Billadeau et al., 2007) y de la activación y movimiento de múltiples 
moléculas (Babich et al., 2012; Yi et al., 2012; Comrie et al., 2015). Estas tres zonas (dSMAC, 
pSMAC y cSMAC) también se han denominado lamelipodio, lamela y cuerpo celular, 
respectivamente, por equiparación con la organización de actina en células en migración 
(Dustin, 2008; Babich et al., 2012) que se explicará más adelante. De la importancia de la 
estructura y dinámica de actina para la organización, cohesión y mantenimiento de la SI 
madura hablaremos en profundidad a continuación por tratarse de un aspecto de máxima 
relevancia para este trabajo. 
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1.2. Estructura y regulación del citoesqueleto de actina 
El citoesqueleto de actina es responsable del funcionamiento de numerosos procesos 
vitales, como la migración, el transporte intracelular o la citocinesis. En todos ellos, la 
remodelación de actina es esencial. Está compuesto por monómeros de actina globular (G-
actina) que se ensamblan en filamentos de actina (F-actina) helicoidales y asimétricos 
(Huxley, 1963), con un extremo (-) o protuberante de despolimerización y un extremo (+) o 
barbado de polimerización. Por este último se produce la elongación del filamento gracias a 
la adición de monómeros de actina unidos a ATP (Hayashi & Ip, 1976). Posteriormente y 
mientras el filamento sigue creciendo, el ATP se hidroliza a ADP, lo que hace perder 
estabilidad al monómero debido a un cambio conformacional, facilitando así su liberación 
por el extremo (-). El acoplamiento entre los procesos de adición y liberación de monómeros 
de G-actina por extremos opuestos del filamento produce un efecto que simula una cinta de 
correr (treadmilling) y es el mecanismo por el cual se producen la elongación y acortamiento 
de los filamentos (Pollard et al., 2000). Cuando la concentración de monómeros libres 
disponibles en la célula se reduce por debajo de la concentración crítica de equilibrio, se 
paraliza la polimerización de nuevos filamentos, dando como resultado una 
despolimerización neta hasta que se restauran los niveles de G-actina. 
Figura In3: Representación esquemática de una SI madura vista frontalmente mostrando las moléculas 
acumuladas en cada SMAC. La actina es acumulada en el dSMAC, desde donde establece un flujo retrógrado 
hacia el cSMAC que ayuda al movimiento centrípeto de los microcomplejos de TCR y moléculas de señalización. 
En el pSMAC se encuentran moléculas de adhesión como integrinas (LFA1) y moléculas relacionadas con el 
citoesqueleto (como talina). En el cSMAC se diferencia una zona más periférica con microcomplejos de CD28 y 
PKCƟ (CD3 low) y una zona más interna rica en TCR (CD3 high).  
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En situaciones de reposo celular, el citoesqueleto de actina se encuentra en un estado 
estacionario dinámico: no se trata de una red de filamentos estables, sino que están 
continuamente remodelándose gracias a un equilibrio perfectamente regulado entre 
polimerización y despolimerización sin producirse cambios netos en los niveles totales de F-
actina (Pollard, 1986). Este estado activo basal permite a la célula ser capaz de responder 
rápidamente a señales externas o situaciones de estrés que requieren una rápida 
reorganización celular mediada por el citoesqueleto de actina (por ejemplo, en el caso de la 
respuesta de linfocitos a señales de migración o activación).  
1.2.1. Papel del citoesqueleto de actina en la activación T 
Uno de los mayores cambios que tiene lugar durante la activación de la célula T es el 
de la actina, cuya reorganización es esencial para que se lleve a cabo la correcta formación 
de la SI y la completa activación celular (Burkhardt et al., 2008).  
De manera previa al inicio de la señalización por el TCR, los linfocitos T necesitan 
encontrar APCs con antígenos específicos y escanear su superficie de manera eficiente 
(Donnadieu et al., 1994). En esta etapa inicial participa enormemente el citoesqueleto de 
actina. Una vez se produce el reconocimiento de antígeno, se dispara una serie de cambios 
morfológicos y estructurales que llevan a la expansión de la célula T sobre la superficie de 
la APC gracias a la dinámica de actina (Bunnell et al., 2001). Además, la actina subcortical 
genera unas fuerzas de tracción sobre el TCR en la célula T y sobre el pMHC en la célula B, 
que atraen las dos células entre sí y que son necesarias para disparar la señalización 
(Beemiller & Krummel, 2010). Estas fuerzas de tracción entre ambas células son 
dependientes de la afinidad del TCR por su ligando e incrementan la afinidad de integrinas 
como LFA-1 (Comrie et al., 2015), aumentando la adhesión y la duración de la unión (Lub et 
al.,  1997). 
Según progresa la SI, se produce una rápida polimerización de actina en la periferia 
acompañada de despolimerización en las zonas más internas, formándose finalmente un 
anillo de actina (Bunnell et al., 2001) donde se inicia la señalización por el TCR (Lee et al., 
2002; Varma et al., 2006). Este anillo periférico es extremadamente rico en F-actina a la vez 
que altamente dinámico gracias a la activación por debajo de la señalización por el TCR y 
moléculas coestimuladoras de múltiples proteínas tanto de polimerización y nucleación 
(WASp, WAVE2, Arp2/3) (Krause et al., 2000; Nolz et al., 2006) como de despolimerización 
y fragmentación (cofilina) (Samstag et al., 1991; Samstag et al., 1992; Lee et al.,  2000). Este 
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proceso dinámico entre polimerización y despolimerización que se mantiene a lo largo de 
todo el contacto T-APC establece un flujo retrógrado centrípeto de actina, de unos 20 
nm/seg, que es responsable de la formación y movimiento de microcomplejos de TCR y 
moléculas de señalización hacia el centro de la interacción, segregados del LFA-1 periférico 
(Campi et al.,  2005; Kaizuka et al., 2007; DeMond et al., 2008), así como del movimiento y 
activación de moléculas de adhesión (Comrie et al., 2015). El flujo retrógrado de actina 
también es esencial para la correcta arquitectura de la SI mediante el movimiento de 
moléculas de señalización (Gowrishankar et al., 2012) y para el mantenimiento de la 
señalización por debajo del TCR (Valitutti et al., 1995; Delon et al., 1998; Babich et al., 2012). 
1.2.2. Papel del citoesqueleto de actina en la migración celular 
La remodelación del citoesqueleto de actina es esencial para la migración celular y 
tiene lugar por la activación de proteínas como WASP, WAVE, Arp2/3 o cofilina, que son 
necesarias para la polimerización y despolimerización locales de actina en el lamelipodio 
(Ridley et al., 2003).  
En primer lugar, se generan múltiples lamelas alrededor de toda la célula que 
posteriormente se convierten en una única protrusión de membrana que constituirá el 
frente celular o lamelipodio. Allí se acumulará la actina, organizada en una red ramificada 
de filamentos, y tendrá lugar una fuerte dinámica de recambio del citoesqueleto (Nishita et 
al., 2005). Los extremos barbados (de polimerización) de los filamentos ramificados se 
sitúan en la parte más proximal a la membrana celular del lamelipodio, mientras que los 
extremos opuestos (susceptibles a despolimerización) se sitúan hacia la parte interna de la 
célula (Begg et al., 1978; Small et al., 1978), pero no de manera perpendicular sino con un 
cierto ángulo, siendo el más favorable 35º (Maly & Borisy, 2001). Gracias a la adición de 
monómeros por los extremos barbados y al capping por proteínas caperuza en los 
protuberantes, el lamelipodio avanza, arrastrando consigo el cuerpo celular (Pollard & 
Borisy, 2003). A pesar de la alta densidad de actina en el frente celular, ésta está organizada 
en una red muy densa filamentos cortos altamente ramificados situados hasta 1 µm por 
debajo de la membrana plasmática y que son indicativos de un recambio y una 
reconstrucción rápidas de actina, mientras que en el resto de la célula predominan 
filamentos más largos y no ramificados que dotan a las zonas media y posterior de mayor 
rigidez y estabilidad (Small et al., 1978; Pollard & Borisy, 2003). Esta organización diferencial 
de actina se ha comparado con la organización concéntrica que tiene lugar en la SI (Figura 
In4) (Dustin, 2008). De hecho, las células en migración son capaces de integrar señales 
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antigénicas y de quimioquinas unidas a receptores en las APCs y pasar de una unión 
intercelular móvil y dinámica (kinapsis) (Dustin, 2008) a una unión más estable (sinapsis) o 
viceversa, mediante  la acción de WASp y PKCƟ, respectivamente (Sims et al., 2007; Dustin, 
2008).  
Los linfocitos son células altamente móviles capaces de alternar dos tipos de 
movimiento: primero, necesitan desplazarse en superficies en dos dimensiones (2D), como 
por ejemplo sobre el endotelio de los vasos sanguíneos, para después ser capaces de 
extravasarse y moverse en entornos en tres dimensiones (3D), como la matriz extracelular 
(Friedl et al., 2001; Friedl & Weigelin, 2008). En el primer caso, la migración se produce con 
un movimiento ameboide que precisa de una polarización del citoesqueleto de actina al 
frente celular y que es dependiente de interacciones cortas entre integrinas 
(principalmente LFA-1) y sus ligandos (Friedl et al., 2001). En este movimiento, los linfocitos 
forman sólo pequeñas protrusiones lamelares y avanzan gracias a la contracción del sistema 
de actomiosina, por lo que son poco dependientes del flujo de actina. En el caso de la 
migración 3D, el movimiento no es dependiente de integrinas y el movimiento se produce 
por una dinámica y flujo de actina constantes en el frente celular unido a contracciones del 
sistema de actomiosina en el urópodo que impulsa el núcleo a través de espacios 











Sinapsis inmunológica Célula en migración
Figura In4: Comparación entre la organización diferencial de actina y proteínas reguladoras del citoesqueleto 
en la SI madura y en células en migración. En el dSMAC/lamelipodio existe una alta acumulación y flujo 
retrógrado de actina y abundan las proteínas reguladoras del citoesqueleto, tanto polimerizadoras como 
despolimerizadoras. En el pSMAC/lamela existe también un flujo retrógrado de actina pero de menor velocidad. 
En el cSMAC/cuerpo celular, la actina es inexistente o poco abundante. El urópodo es una zona donde abundan 
filamentos largos y estables de actina. La flecha azul indica la dirección del movimiento. LP: Lamelipodio; LM: 
Lamela; CC: Cuerpo Celular. 
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1.3. Proteínas de unión a actina: la familia de las cofilinas 
Las proteínas de unión a actina (ABPs, Actin Binding Proteins) se consideraron 
inicialmente moléculas estructurales, cuya función era únicamente mantener la 
arquitectura del citoesqueleto de actina. Sin embargo, actualmente se sabe que tienen una 
función mucho más dinámica y compleja, participando en la remodelación del 
citoesqueleto que tiene lugar ante ciertas señales externas durante numerosos procesos 
celulares, desde el crecimiento neuronal o la migración celular a la fagocitosis o la 
activación celular. 
Dentro de las ABPs se encuentra la familia de las cofilinas. Esta familia comprende 3 
miembros: cofilina 1, cofilina 2 y ADF (Actin Depolymerizing Factor, o destrina), con un 70-
80% de homología entre sí y que constituyen unos de los principales reguladores de la 
dinámica del citoesqueleto de actina gracias a su actividad de desensamblaje 
(despolimerización y fragmentación) de filamentos (Van Troys et al., 2008). La relevancia 
de este grupo de reguladores del citoesqueleto queda patente en la letalidad en estadio 
embrionario de ratones knockout de cofilina (Gurniak et al., 2005).  
Se trata de proteínas de unos 19 kDa descritas por Bamburg et al.  en 1980 (Bamburg 
et al., 1980) con al menos una isoforma expresada en todas las células eucariotas. En 
humanos, presentan una expresión diferencial, siendo cofilina 1 la isoforma predominante 
y expresada de manera ubicua, cofilina 2 específica de músculo y ADF la más abundante en 
tejidos epiteliales y endoteliales (Van Troys et al., 2008). En cuanto a su localización 
subcelular, cofilina se acumula en zonas con una alta dinámica de actina, tales como 
protrusiones y pliegues de membrana o el lamelipodio, especialmente durante procesos 
como la migración (Dawe et al., 2003) o el ensamblaje de la SI (Eibert et al., 2004).  
A pesar de su alta homología y de una afinidad similar por actina, las tres isoformas 
presentan diferente capacidad para regular la renovación (turnover) de actina, siendo, de 
menor a mayor eficiencia, ADF, cofilina 1 y cofilina 2 (Van Troys et al., 2008). 
1.3.1. Mecanismo de acción 
 Cofilina puede unirse tanto a G-actina como a F-actina (Nishida et al., 1984; Hayden 
et al., 1993). En su unión al filamento, cofilina se une a dos subunidades adyacentes de G-
actina, lo que induce un retorcimiento que acorta un 25% la longitud de la hélice (McGough 
et al., 1997; Klejnot et al., 2013). Este cambio conformacional del filamento favorece la 
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unión cooperativa de más moléculas de cofilina en sitios contiguos, propagando así el 
acortamiento unidireccionalmente hacia el extremo protuberante y pudiendo llegar a 
recubrir el filamento uniformemente (Ngo et al., 2015).  
Tras la unión de cofilina al filamento, ésta puede realizar varias acciones (Figura In5): 
A. Despolimerización de F-actina 
Por un lado, cofilina promueve la despolimerización de filamentos aumentando la 
tasa de disociación del fosfato de ATP-actina por el extremo (-) del filamento, liberando 
monómeros de ADP-actina (Nishida et al., 1984; Blanchoin & Pollard, 1999). Esto  genera 
un pool de G-actina que puede volver a convertirse en ATP-actina y reciclarse mediante 
su incorporación a nuevos filamentos.  
B. Fragmentación 
Por otro lado, cofilina puede fragmentar F-actina en filamentos más cortos 
(Maciver, 1991). La mayoría de roturas tienen lugar en las zonas cercanas al final de un 
agrupamiento de cofilina, en zonas límite entre la estructura normal y la superenrollada, 
donde hay una discontinuidad estructural (Ngo et al., 2015). Aunque esto disminuye la 



















Figura In5: Mecanismos de acción de cofilina sobre los filamentos de actina. Cuando cofilina es activada por 
desfosforilación, puede realizar varias acciones sobre F-actina: A) Despolimerización de filamentos desde los 
extremos (-) liberando monómeros de G-actina susceptibles de iniciar la polimerización de nuevos filamentos 
(nucleación de novo) o de ser añadidos a filamentos ya existentes (polimerización); B) Fragmentación de 
filamentos largos en fragmentos más pequeños; C) Unión de varios filamentos de actina entre sí generando 
gruesos manojos de F-actina (actividad de bundling) cuando cofilina se encuentra formando oligómeros. 
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tanto, el número de extremos barbados susceptibles de ser elongados por adición de 
nuevos monómeros de actina (Ghosh et al., 2004). 
C. Formación de manojos de F-actina (bundling) 
Por último, se ha descrito actividad de bundling de filamentos de actina por 
oligómeros de cofilina (Pfannstiel et al., 2001). Estos oligómeros se forman mediante 
puentes disulfuro cuando cofilina se encuentra en su conformación oxidada (ver más 
abajo) y en lugar de despolimerizar filamentos, los estabiliza uniéndolos entre sí. Esta 
acción de cofilina mantiene la organización, grosor y uniformidad de la malla de 
filamentos paralelos (Wu et al., 2016). 
El efecto final de la actividad de cofilina depende, entre otras cosas, de su 
concentración relativa a G-actina libre: a concentraciones locales relativamente bajas de 
cofilina (hasta 200 nM), la actividad de desensamblaje de filamentos es óptima; según 
aumenta la concentración de cofilina, la fragmentación es menos frecuente y sólo tiene 
lugar al final de largas acumulaciones de cofilina unida a actina; a concentraciones aún 
mayores, todos los filamentos están completamente recubiertos de moléculas de cofilina 
que nuclean, saturan y estabilizan la red (Andrianantoandro & Pollard, 2006; Ngo et al., 
2015). Por tanto, no puede decirse que la función de cofilina sea relajar o estabilizar el 
citoesqueleto de actina, sino promover su dinámica y remodelación en función de su 
concentración relativa a G-actina, disgregando los filamentos más viejos que ya no son 
necesarios y favoreciendo su síntesis en lugares en los que se necesita una nueva red de 
actina. Otros mecanismos de regulación de la actividad de cofilina se comentarán en detalle 
a continuación. 
1.3.2. Regulación de la actividad de cofilina 
Debido a su importante papel, cofilina está sujeta a numerosos mecanismos de 
regulación (Figura In6):  
A. Fosforilación/desfosforilación 
El principal mecanismo regulador es el monociclo de fosforilación/desfosforilación 
en la serina 3 (Ser3), residuo implicado en la unión a actina (Moriyama & Yahara 1996). 
La presencia de un fosfato en la Ser3, situación constitutiva en linfocitos T en reposo 
(Samstag et al., 1991; Samstag et al., 1994), impide la unión de cofilina a actina debido 
a una repulsión de carga entre ambas, inactivando por tanto la proteína sin mediar 
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cambio conformacional (Blanchoin et al., 2000). La desfosforilación de esta Ser3 activa 
cofilina y permite de nuevo su unión a actina (Lee et al., 2000). Kinasas de las familias 
LIM (LIMK1 y LIMK2) o TES (TESK1 y TESK2), activadas por rutas de señalización de Rho 
GTPasas, MAP kinasas o Rac, son capaces de fosforilar dicho residuo (Yang et al., 1998; 
Arber et al., 1998; Toshima et al., 2001), mientras que la desfosforilación y activación es 
llevada a cabo principalmente por fosfatasas de la familia de los SSHs (Niwa et al., 2002). 
Además, la presencia del grupo fosfato en la Ser3 es necesaria para el reconocimiento 
específico y desfosforilación de cofilina por SSH1 (Kurita et al., 2008). Otras fosfatasas 
de cofilina son la haloácido deshalogenasa cronofina (Gohla et al., 2005) y las serín 
fosfatasas PP1 y PP2A (Ambach et al., 2000).  
B. Secuestro por fosfoinosítidos de membrana  
La unión de cofilina desfosforilada a moléculas de PIP2 impide la interacción de 
cofilina con actina a la vez que mantiene una reserva de cofilina inactiva cerca de la red 
de actina subcortical, lista para ser rápidamente activada por hidrólisis de PIP2 
(Yonezawa et al., 1990). Este mecanismo de regulación podría restringir espacialmente 
la activación de cofilina a zonas submembranosas donde se activa PLC-1, como el frente 
celular durante la migración o la SI durante la activación celular (Eibert et al., 2004; 
Klemke et al., 2010). Por último, la unión a PIP2 favorece la formación de oligómeros de 
cofilina, capaces de estabilizar filamentos de actina (Pfannstiel et al., 2001). 
C. Secuestro por cortactina  
 Cofilina también puede ser secuestrada por cortactina desfosforilada (Oser et al., 
2009): cuando aumenta la generación de fragmentos cortos de actina, cortactina es 
desfosforilada por fosfatasas aún desconocidas, lo que permite su unión a cofilina e 
impide su actividad fragmentadora, controlando así la aparición de más filamentos 
cortos. La fosforilación de cortactina por kinasas de la familia Src y Abl libera 
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D. Regulación por pH  
La actividad de cofilina depende además de factores microambientales como el pH 
(Bernstein et al., 2000): tras la activación celular, se produce un aumento de pH cerca 
de la membrana plasmática, lo cual hace que cofilina escape a la inhibición por PIP2 
(Frantz et al., 2008; Schulte et al., 2013). Además, a altos pHs (en torno a 8), cofilina 
despolimeriza y fragmenta filamentos de actina más eficientemente (Yeoh et al., 2002).  
E. Regulación por especies reactivas de oxígeno (ROS) 
La presencia de ROS exógenas en situaciones de estrés (como, por ejemplo, en 
procesos de inflamación) producen una alteración estructural en cofilina que podría 
estar involucrada en los mayores niveles de F-actina total y las deficiencias en la 
remodelación del citoesqueleto que presentan los linfocitos T (Klemke et al., 2008). Al 
menos tres de las cuatro cisteínas de cofilina sufren modificaciones bajo estrés 
oxidativo, favoreciendo la formación de puentes disulfuro intra e intermoleculares, con 
la consiguiente aparición de oligómeros de cofilina (Klemke et al., 2008). Sin embargo, 
cofilina no pierde su capacidad de unión a F-actina y, de hecho, se ha observado bundling 
mediado por oligómeros (Pfannstiel et al., 2001; Schulte et al., 2013). Esta alteración de 















Figura In6: Mecanismos de regulación sobre cofilina. A) Fosforilación/desfosforilación regulada por 
coestimulación. B) Secuestro por PIP2 de membrana. C) Secuestro por cortactina. D) Regulación por pH. E) 
Regulación por especies reactivas de oxígeno (ROS).  
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LFA-1, F-actina o la propia cofilina (Klemke et al., 2008). Sin embargo, los linfocitos T 
necesitan estar activos en ambientes oxidativos. Esta situación se salva gracias a la 
generación de un microambiente reductor en la región submembrana del linfocito T 
mediante la upregulación de tioles durante la activación por células dendríticas (Schulte 
et al., 2013). Este ambiente reducido previene la inactivación de cofilina por PIP2, 
generando una reserva de cofilina activa anclada a la membrana plasmática. 
1.3.3. Cofilina en la migración celular  
Durante la migración celular, cofilina se acumula en el lamelipodio en su forma activa 
(Klemke et al., 2010). Esta activación de cofilina es promovida por quimioquinas como SDF-
1α (ligando de CXCR4), que inactivan LIMK a través de la activación local de la ruta Ras-MEK 
en el frente celular (Figura In7) (Klemke et al., 2010). La activación localizada de Ras también 
lleva a la activación de PI3K, que se ha descrito por encima de la activación de cofilina, quizá 
a través de la activación de SSH1 (Nishita et al., 2004; Wabnitz et al., 2006). Otros 
mecanismos para aumentar la concentración de cofilina activa de manera local en el 
lamelipodio podrían ser su liberación de PIP2 al ser hidrolizado por PLC-1activada (van 
Rheenen et al., 2007) y la inhibición de LIMK a través de la inhibición de la ruta RhoA/ROCK 
(Klemke et al., 2010). La activación local de cofilina genera nuevos extremos barbados 
desde filamentos de F-actina, los cuales a su vez son necesarios para que el complejo 
Arp2/3 pueda empezar a polimerizar y extender una red ramificada de actina en respuesta 
a quimiotaxis que, junto con la actividad sincronizada de cofilina, permitirán la formación 
del lamelipodio (Ghosh et al., 2004; Sun et al., 2007). Además, RhoA y ROCK, que activan 
LIMK y por tanto inhiben cofilina, se sitúan en las zonas media y posterior de la célula en 
migración (Klemke et al., 2010).  
Múltiples trabajos destacan la importancia del correcto funcionamiento del módulo de 
cofilina para el movimiento celular y han demostrado su papel en células Jurkat en la 
formación del lamelipodio y el mantenimiento de la direccionalidad (Nishita et al., 2005; 
Klemke et al., 2010). En otro estudio con células de adenocarcinoma mamario de rata, la 
sobreexpresión del dominio catalítico de LIMK resultó en la fosforilación de prácticamente 
toda la cofilina de la célula e incapacidad para formar el frente celular (Zebda et al., 2000). 
De acuerdo con la mayor importancia del citoesqueleto de actina en la migración 3D, 
la inhibición de la actividad de cofilina directamente o a través de la inhibición de Ras o MEK 
(upstream de cofilina) redujo la velocidad, la direccionalidad y el porcentaje de células que 
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migraron en soportes 3D que simulan la matriz extracelular; sin embargo, la migración en 
2D, la cual es menos dependiente de la dinámica de actina, no se vio afectada (et al., 2010). 
En resumen, la correcta regulación del módulo de cofilina es necesaria para conservar la 
direccionalidad del movimiento celular dependiente del flujo de actina.  
1.3.4. Cofilina en la activación linfocitaria  
La señalización mediante moléculas coestimuladoras como CD2 o CD28 activa cofilina, 
permitiendo su unión a actina. En el caso de CD2, esto ocurre de manera independiente a 
la estimulación por TCR (Lee et al., 2000), por lo que se ha propuesto cofilina como una 
molécula nexo entre la cascada de señalización del TCR y la de coestimulación (Figura In1) 
y necesaria para la correcta activación celular, aunque aún se desconocen las rutas que lo 
median. Cofilina se ha situado también por debajo de la cascada de señalización Ras-
MEK/PI3K, activada por señalización de TCR más coestimulación (Wabnitz et al., 2006). 
Al tratar linfocitos T humanos de sangre periférica con péptidos específicos 
bloqueantes de la unión de cofilina a actina se demostró la importancia de esta interacción 
para el proceso de activación linfocitaria (Eibert et al., 2004). En este trabajo, al activar 
















Filamentos largos y estables 
de actina
Filamentos cortos y dinámicos 
de actina
Figura In7: Cofilina participa en la migración celular promoviendo la renovación del citoesqueleto de actina 
en el frente celular. En la figura se muestra la activación de la ruta Ras/MEK que tiene lugar en presencia de la 
quimioquina SDF-1α. Como resultado de la activación local de cofilina en el lamelipodio, se generan múltiples 
fragmentos cortos de actina, mientras que en el urópodo la forma de actina predominante es en forma de 
filamentos largos debido a que cofilina se encuentra localmente inactiva. 
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proliferación y producción de IL-2, IL-10 e IFN en células que habían sido tratadas con 
dichos péptidos en comparación con las no tratadas. Además, se redujo el porcentaje de 
conjugados T-B y se alteró la topología de la SI, interfiriéndose con la polarización de CD2 a 
la zona de interacción, aunque no con la acumulación de CD3.  
Esto sugiere que cofilina puede ser un mediador clave en el establecimiento de la SI y 
en la consecuente función efectora del linfocito T, y refuerza nuestro interés en estudiar 
moléculas reguladoras de su actividad, en concreto, la familia de los SSHs.  
 
1.4. Slingshots 
Los SSHs son una subfamilia de proteínas fosfatasas de tirosina (PTPs) de clase I, cuyo 
residuo catalítico es una cisteína (Niwa et al., 2002). Dentro de las PTPs, los SSHs se engloban 
dentro de las Dual Specificity Phosphatases (DSPs), que a su vez incluyen varias subfamilias 
con diferente especificidad (Alonso et al., 2004). Los tres miembros de los SSH tienen 
especificidad por residuos de pSer (Alonso et al., 2004). 
En humanos, existen tres genes SSH que codifican los tres miembros de la familia (SSH1, 
SSH2 y SSH3), todos con actividad fosfatasa sobre cofilina pero siendo el tercero mucho 
menos eficiente que los otros dos (Ohta et al., 2003). En cuanto a su expresión, SSH1 es el 
más ubicuo y con mayores niveles de expresión en general, mientras que SSH3 se encuentra 
sobre todo en tejidos epiteliales y SSH2 es más abundante en tejidos neuronales (Ohta et al., 
2003). Ratones con el gen ssh3 delecionado no muestran alteraciones en el desarrollo, 
viabilidad o fertilidad (Kousaka et al., 2008), mientras que ratones knockout de ssh1 
presentaron un aumento de masa ósea, aunque los resultados no fueron muy consistentes 
entre las diferentes cohortes (Brommage et al., 2014). No se ha descrito ningún fenotipo en 
ratones delecionados de ssh2.  
Por otro lado, la sobreexpresión en células HeLa de cada isoforma de SSH no produjo 
cambios en la organización del citoesqueleto, mientras que el silenciamiento de SSH1 o la 
sobreexpresión de formas catalíticamente inactivas de SSH1 o SSH2 (pero no de SSH3) 








La estructura proteica de los tres SSHs se encuentra representada en la Figura In8. La 
secuencia firma HCxxGxxR del dominio fosfatasa (F) se encuentra cerca del extremo N-
terminal y es compartida tanto entre isoformas como con el resto de miembros de la familia 
DSP y PTP (Ohta et al., 2003). El residuo nucleofílico C393 ataca el grupo fosfato de la 
proteína diana, de manera similar a otras PTPs (Kolmodin & Aqvist, 2001; Kurita et al., 
2008). Mientras que los dos dominios del extremo N-terminal (denominados A y B) están 
también muy conservados dentro de la familia, las secuencias C-terminal apenas guardan 
similitud, a excepción de una región rica en serinas (dominio S) presente en SSH1 y SSH2. 
SSH3 carece de esta región S y su región C-terminal es mucho más corta (Ohta et al., 2003). 
Por estas diferencias, el dominio C-terminal podría ser el responsable del control diferencial 
de las isoformas mediante interacciones con factores reguladores. También es la zona 
implicada en la unión a actina (Ohta et al.,  2003), mientras que la región N-terminal está 
implicada en el reconocimiento de cofilina (Kurita et al., 2008).  
Además del dominio F, el dominio B de SSH1 es necesario para la desfosforilación de 
cofilina y parece ser también la región que confiere la especificidad de sustrato, ya que el 
dominio F por sí solo es capaz de desfosforilar sustratos sintéticos como pNPP (Kurita et al., 
2008). La región C-terminal de SSH1 parece prescindible para esta interacción (Kurita et al., 
A B F












Figura In8: Estructura de las tres isoformas de SSH. Mientras que la parte N-terminal de la proteína está 
altamente conservada entre isoformas, la parte C-terminal varía considerablemente. SSH2 presenta un dominio 
C-terminal más largo que SSH1 y SSH3 carece de esta región. Se resaltan en SSH1 los residuos C393 (residuo 
catalítico) y W458 (crítico para la unión y activación por actina). A: dominio A; B: dominio B; F: dominio fosfatasa; 
S: región rica en serinas. 
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2008). La afinidad relativamente baja del dominio B por pCof permite la liberación rápida 
del sustrato tras la desfosforilación, lo que favorece un suministro efectivo y continuo de 
cofilina libre activa y el reciclaje rápido de los filamentos de actina (Kurita et al., 2008). 
1.4.2. Actividad y unión a actina 
Según ensayos de cosedimentación, SSH1 y en menor medida SSH2 son capaces de 
unirse a F-actina de manera independiente de su actividad fosfatasa, mientras que SSH3 no 
se une (Ohta et al., 2003; Kurita et al., 2007). Esto hace que SSH3 presente una distribución 
difusa en el citoplasma, mientras que las otras isoformas colocalizan con actina filamentosa 
(Ohta et al., 2003). Hasta la fecha, no se ha observado que ningún SSH sea capaz de unir G-
actina (Ohta et al., 2003; Niwa et al., 2002).  
Dado que aparentemente SSH1 no forma dímeros (Kurita et al., 2007), su función de 
estabilización parece estar mediada por la unión simultánea de una molécula de SSH1 a 
múltiples filamentos de actina (Yamamoto et al., 2006; Kurita et al., 2007). Existen tres 
zonas en SSH1 que son clave para su unión a actina: el motivo LHK (residuos 185-187) en el 
dominio B cerca del extremo N-terminal, el motivo LKR (973-975) del dominio S y el 
triptófano de la posición 458 (W458) en la zona C-terminal del dominio P (Yamamoto et al., 
2006). Cada uno de ellos parece participar en la unión y activación por actina en diferentes 
localizaciones: mutaciones en el dominio LHK hacen que SSH1 pierda su colocalización con 
actina en zonas periféricas cerca de la membrana plasmática; el W458 parece clave para la 
unión a actina en general, ya que el cambio por alanina en esta posición (W458A) hace que 
SSH1 aparezca con una distribución citoplasmática difusa; y los aminoácidos de la región C-
terminal  parecen inhibir la localización de SSH1 en fibras de estrés (Yamamoto et al., 2006). 
La dualidad en la actividad de SSH1 (formación de manojos y despolimerización de 
filamentos por activación de cofilina) la convierte en una proteína muy interesante. Se ha 
propuesto que en estado inactivo estabilice el citoesqueleto y que en respuesta a 
estimulación cambie a su conformación activa, desfosforilando cofilina y promoviendo la 
despolimerización de los filamentos (Kurita et al., 2007). Otro modelo propuesto para 
controlar su actividad dual es mediante fosforilación/desfosforilación o mediante proteínas 
reguladoras de su unión a actina. Sin embargo, se desconoce cómo se regulan estas 
funciones totalmente opuestas que podrían estar controlando de manera importante el 
equilibrio y organización de actina en la célula. 
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Otras actividades exclusivas de SSH1 frente a las otras isoformas son la desfosforilación 
y activación de LIMK1 y de coronina 1B, una ABP que desfosforila e inhibe LIMK1 y LIMK2 
(Cai et al., 2007), lo que junto con la actividad directa de SSH1 sobre cofilina contribuye a 
aumentar la actividad de cofilina. 
A continuación, comentaremos más en detalle estos y otros mecanismos de regulación 
(Figura In9). 
1.4.3. Regulación 
A. Fosforilación/desfosforilación  
Existen varios residuos sujetos a regulación por fosforilación en SSH1: las Ser937 y 
Ser978 del extremo C-terminal, que median la unión a 14-3-3 en su estado fosforilado 
(Nagata-Ohashi et al., 2004), y la Ser402 del dominio catalítico, que inhibe la unión y 
desfosforilación de cofilina cuando se encuentra fosforilada (Barisic et al., 2011).  
Actualmente, las kinasas y fosfatasas responsables de esta regulación son 
prácticamente desconocidas. Únicamente se han identificado miembros de las PKD que 
son capaces de fosforilar todas las serinas mencionadas (Eiseler et al., 2009; Peterburs 
et al., 2009; Barisic et al., 2011), pero no se sabe nada sobre las fosfatasas que actúan 
en estos residuos. Sólo se ha descrito que estímulos como neuregulina (Nagata-Ohashi 
et al., 2004) o la señalización por β-arrestina (Xiao et al., 2010) o integrinas (Kligys et al., 
2007) inducen desfosforilación de estas serinas, lo que libera a SSH1 de su secuestro por 
14-3-3 (ver más abajo) y permite la translocación de SSH1 al lamelipodio y la activación 
local de cofilina (Nagata-Ohashi et al., 2004).  
B. Activación por unión a actina 
El mecanismo regulador que más dispara la actividad catalítica de SSH1 es su unión 
a actina, que aumenta su actividad fosfatasa específica sobre cofilina entre 10 (Nagata-
Ohashi et al., 2004) y 1200 veces (Kurita et al., 2008). Esto tiene lugar probablemente 
por un cambio conformacional en los dominios N y P tras la unión a F-actina que 
ocasiona un cierre del sitio activo en una conformación más óptima para desfosforilar 
pCof (Kurita et al., 2008). De todos los sitios de unión a actina presentes en SSH1 (Figura 
In8), el dominio A y el residuo W458 parecen indispensables para este aumento de 
actividad (Nishita et al., 2005; Yamamoto et al., 2006). Sin embargo, mientras que 
mutaciones en el W458 afectan drásticamente a la unión de SSH1 a actina, mutantes 
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que carecen del dominio A sólo la reducen parcialmente y no tienen afectada su 
actividad fosfatasa basal sobre cofilina (Yamamoto et al., 2006; Kurita et al., 2008). Por 
tanto, parece que W458 es un residuo clave en la unión a actina y en el aumento de 
actividad tras esta interacción. 
La acumulación de F-actina en zonas que requieren un alto recambio del 
citoesqueleto (como el lamelipodio en células en migración o la SI), puede constituir un 
mecanismo de activación local de cofilina a través del aumento de actividad de SSH1 
(Mizuno, 2013). De hecho, este mecanismo de activación es necesario para mantener la 
direccionalidad durante la migración celular (Nishita et al., 2005). Al tratar células con 
Latrunculina A (droga que impide la polimerización de actina) se reduce la 
desfosforilación de cofilina mediada por SSH1, presumiblemente debido a un menor 
aumento de actividad por unión a actina (Nagata-Ohashi et al., 2004). Este mecanismo 
regulador no está presente en SSH3 (el cual no se une a actina), y no se ha estudiado en 
SSH2.   
C. Secuestro por 14-3-3 
Las proteínas 14-3-3 funcionan como módulos de unión de fosfoserinas y 

















Figura In9: Mecanismos de regulación de SSH1. A) Fosforilación/desfosforilación regulada por ciertos estímulos 
exógenos. B) Aumento de actividad catalítica por unión a actina. C) Secuestro por 14-3-3. D) Autodesfosforilación 
en Ser384. E) Activación por PIP3.  
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fosforilada en las Ser937 y Ser978, próximas al dominio LKR de unión a F-actina (Nagata-
Ohashi et al., 2004; Yamamoto et al., 2006), lo que impide la desfosforilación de SSH1 y 
disminuye su activación mediada por unión a actina, probablemente debido a un 
impedimento estérico para dicha interacción por la proximidad de los sitios implicados 
(Nagata-Ohashi et al., 2004; Yamamoto et al., 2006). De hecho, la sobreexpresión de 14-
3-3 secuestra SSH1 en el citoplasma e impide su translocación a las acumulaciones de 
actina en el lamelipodio y la activación de cofilina en esa zona (Nagata-Ohashi et al., 
2004).  
Gracias a este mecanismo de regulación, SSH1 se mantiene inactiva en el 
citoplasma y puede ser liberada tras ciertos estímulos que oxidan residuos de cisteína 
en 14-3-3, como PDGF en células vasculares (Maheswaranathan et al., 2011), 
neuregulina en células epiteliales (Nagata-Ohashi et al., 2004) o la señalización por 
integrinas en queratinocitos (Kligys et al., 2007), permitiendo su unión a F-actina de 
manera local.  
D. Autodesfosforilación 
SSH1 es además capaz de autodesfosforilarse en el residuo de Ser834 
(Maheswaranathan et al., 2011). Para ello es necesaria primero su liberación de 14-3-3, 
ya que este residuo se encuentra en el motivo de unión a esta proteína, y una vez libre 
la autodesfosforilación de la Ser834 impide que SSH1 sea secuestrado nuevamente por 
14-3-3. De hecho, mutantes fosfo-deficientes (con una mutación S834A que impide la 
fosforilación de este residuo) son constitutivamente activos, ya que escapan a la acción 
de 14-3-3 (Maheswaranathan et al., 2011). 
E. Regulación por otras proteínas 
Aunque todavía queda mucho por conocer acerca de la regulación de SSH1, se han 
descrito mecanismos de regulación por otras proteínas. Una de ellas es PI3K, la cual se 
activa localmente en protrusiones de membrana inducidas por insulina, produciendo un 
aumento de PIP3 en esa zona que parece ser el responsable de la activación de SSH1, 
aunque el mecanismo exacto no ha sido aún elucidado (Nishita et al., 2004). 
A pesar de que no se conocen los residuos implicados, calcineurina (una fosfatasa 
activada por señales de calcio) es capaz de activar SSH1 por desfosforilación directa 
(Figura In1) (Wang et al., 2005). Es posible que las Ser937 y Ser978 (Figura In8) sean los 
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residuos sujetos a este mecanismo de regulación, que liberaría a SSH1 de 14-3-3 (Wang 
et al., 2005), pero aún no ha sido investigado.   
Además de la activación de coronina 1B por SSH1 comentada anteriormente, SSH1 
también puede ser activado por coronina 1B y 2A en protrusiones de membrana, 
aumentando la concentración local de cofilina activa en esa zona (Cai et al., 2007; 
Marshall et al., 2009). Coronina 1B además dirige SSH1 al frente celular (Cai et al., 2007). 
Es probable que otros miembros de la familia, como coronina 1A, estén implicados en 
la regulación de SSH1 dado el efecto de su deleción sobre la dinámica de actina y la 
activación celular (Mugnier et al., 2008). 
Las PKDs (situadas por debajo de las rutas de RhoA y H2O2), además de inhibir SSH1 
directamente por fosforilación en las Ser937 y Ser978 (Eiseler et al., 2009), son capaces 
de fosforilar y activar PAK4, que a su vez puede inhibir cofilina por activación de LIMK 
(Spratley et al., 2011) y por reducción de la actividad fosfatasa de SSH1 por fosforilación 
en algún residuo aún no identificado de la región N-terminal (Soosairajah et al., 2005). 
1.4.4. SSHs en la migración celular  
La acumulación de SSH1 en el lamelipodio en respuesta a ciertos estímulos (Nagata-
Ohashi et al., 2004; Nishita et al., 2004), sugiere un papel regulador sobre cofilina 
durante la migración celular (Figura In7). 
En células Jurkat, los niveles de pCof se incrementan de manera transitoria tras 1-5 
minutos de estimulación con SDF-1α debido a la activación de LIMK1, probablemente a 
través de Rac1 (Nishita et al., 2002; Nishita et al., 2005), y tras 20 minutos de 
estimulación vuelven a los niveles basales por acción de SSH1 (Nishita et al., 2005). La 
acción de LIMK1 parece necesaria para la formación del lamelipodio en el inicio de la 
respuesta celular de migración, ya que su silenciamiento impide la generación de la 
misma y el movimiento. Sin embargo, la inhibición de SSH1 mediante siRNA no impide 
la migración celular pero sí produce pérdida de quimiotaxis debido a la presencia de 
múltiples lamelipodios en respuesta a estimulación (Nishita et al., 2005). El modelo 
postulado por Nishita et al. propone que inicialmente se produce la activación de LIMK, 
aumentando los niveles de F-actina mediante la inhibición transitoria de cofilina y 
permitiendo así la formación de múltiples lamelipodios en la célula antes de un minuto 
tras la estimulación. La posterior translocación de SSH1 a un solo lamelipodio y su 
activación por unión a la actina allí acumulada, junto con la activación de LIMK en toda 
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la célula, llevarían a la activación local de cofilina y al establecimiento de un flujo 
dinámico de actina en un solo lamelipodio. Así, el equilibrio dinámico de los filamentos 
de actina estaría mediado por la fosforegulación de cofilina mediante un equilibrio entre 
las actividades de LIMK y SSH1. 
1.4.5. SSHs en la activación de células T  
La función de los SSHs durante la activación linfocitaria en respuesta a antígeno aún 
no ha sido estudiada. Varias observaciones previas nos sugieren que SSH1 podría tener un 
papel importante durante la activación del linfocito T: la activación de su sustrato cofilina 
tras estimulación del TCR o moléculas coestimuladoras por un mecanismo aún no 
entendido completamente (Lee et al., 2000; Wabnitz et al., 2006), la importante función 
de cofilina en el ensamblaje de la SI y función del linfocito T (Eibert et al., 2004) o la 
acumulación de SSH1 en zonas ricas en F-actina (Mizuno, 2013). 
 
1.5. Respuestas de ultrasensibilidad y biestabilidad 
Los módulos de señalización basados en enzimas opuestas (como por ejemplo el 
monociclo de fosforilación/desfosforilación de cofilina) pueden responder a los cambios de 
estímulos con diferentes funciones de respuesta en función del mecanismo que las gobierne 
(Ferrell & Ha, 2014a, 2014b, 2014c). Si la tasa de reacción es directamente proporcional a la 
concentración de sustrato, se puede asumir que opera la ley de acción de masas (Ecuación 
1), la curva estímulo-respuesta adquiere una forma hiperbólica que se denomina 
Michaeliana (Figura In10 A),  
 
donde EC50 es el nivel de estímulo con el que se obtiene el 50% de respuesta. 
Cuando el módulo posee ciertas propiedades, como regulaciones recíprocas o bucles de 
retroalimentación (feedback loops) positiva, pueden darse respuestas de ultrasensibilidad  
de tipo sigmoidal (Figura In10 B), descritas por la ecuación de Hill de cooperatividad 
(Ecuación 2) (Hill, 1910),  
  




 donde n es el coeficiente o exponente de Hill que sirve como medida de 
ultrasensibilidad de la respuesta. Si n=1, la respuesta no es ultrasensible sino Michaeliana; 
valores de n>1 implican que la respuesta es ultrasensible; cuanto mayor sea n, más 
ultrasensible es la respuesta (Ferrell & Ha, 2014a). 
Los módulos de señalización con respuestas ultrasensibles permiten filtrar (no 
responder a) los estímulos más bajos, de manera que sólo los niveles de estímulo por encima 
de un cierto nivel producirán una respuesta. Esta respuesta será además abrupta, alcanzando 
el máximo con un pequeño incremento de estímulo sobre el umbral, y se conoce como 
respuesta de tipo interruptor (Ferrell and Ha 2014a). Las respuestas ultrasensibles facilitan 
la aparición de biestabilidad (Figura In10 C), una situación en la que para un cierto nivel de 
estímulo pueden existir dos estados estacionarios de respuesta: el de baja respuesta (off 






























Figura In10: Posibles cinéticas estímulo/respuesta de un módulo de señalización. A) Cinética de Michaelis-
Menten: la respuesta aumenta de manera hiperbólica con el estímulo hasta que alcanza un nivel de saturación o 
máxima respuesta. B) Ultrasensibilidad: la respuesta empieza a partir de un cierto nivel de estímulo y alcanza el 
nivel de máxima respuesta con un pequeño incremento del mismo. C) Biestabilidad: respuesta de ultrasensibilidad 
en la que existe una franja en el nivel de estímulo (banda verde) en la que existen dos posibles estados 
estacionarios: el de baja respuesta y el de alta respuesta. Las líneas punteadas indican estados intermedios, no 
posibles. La flecha roja señala el umbral de respuesta del módulo. Las flechas negras representan el paso desde el 
estado de baja respuesta al de alta respuesta, y viceversa. El estado de alta respuesta se mantiene cuando el 
estímulo disminuye por debajo del umbral, fenómeno conocido como histéresis (Hist.) (Ramirez-Munoz et al., 
2016. 
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Las respuestas ultrasensibles pueden estar generadas por varios mecanismos: 
A) Ultrasensibilidad de orden cero, cuando tanto la enzima que cataliza la reacción 
directa como la que cataliza la inversa operan cerca de la saturación y las reacciones 
son independientes de la concentración de sustrato (Goldbeter & Koshland, 1981; 
Ferrell & Ha, 2014a).  
B) Acumulación local de la molécula de señalización del módulo y la enzima que la 
activa. Esto aumenta la especificidad y velocidad de transmisión de la señal debido a 
la mayor frecuencia a la que se encuentran las proteínas (Ferrell, 1998). 
C) Regulación recíproca, una situación que se da cuando un estímulo es capaz de activar 
la enzima activadora del módulo y, a la vez, inhibir a la inhibidora (Ferrell & Ha, 
2014b). 
D) Bucles de retroalimentación positivos o doble negativos, que permiten que un 
determinado estímulo actúe sobre una respuesta más de una vez (Ferrell & Ha, 
2014b). Esto aumenta la ultrasensibilidad enormemente y facilita la aparición de 
respuestas biestables con histéresis (Ferrell, 2002), en las que el sistema se mantiene 
en el estado de máxima respuesta aun después de que el estímulo baje por debajo 
del umbral. Si los bucles de retroalimentación son muy fuertes, la respuesta puede 
convertirse en irreversible, manteniéndose en el tiempo aunque desaparezca 
totalmente el estímulo que la disparó mediante mecanismos de memoria molecular 
(Ferrell & Ha, 2014c). 
1.5.1. Posibles mecanismos de ultrasensibilidad en el módulo de cofilina 
Varias de las características comentadas están presentes en el módulo de cofilina 
(Figura In11), lo que nos hizo pensar que podría existir ultrasensibilidad en el módulo 
(Ramirez-Munoz et al., 2016). 
En primer lugar, SSH1 no sólo es capaz de aumentar los niveles de cofilina activa 
mediante su desfosforilación directa, sino que además es capaz de desfosforilar e inhibir la 
enzima LIMK que inactiva cofilina. Por tanto, cualquier estímulo que active SSH1 inhibe 
LIMK, generando una regulación recíproca (Figura In11, flecha roja (i); (Soosairajah et al.,  
2005). En segundo lugar, SSH1 es capaz de autoactivarse por desfosforilación en la Ser834 
(Maheswaranathan et al., 2011), lo que generaría un bucle de retroalimentación positiva 
sobre su activación (Figura In11, flecha verde (ii)). En tercer lugar, la unión de SSH1 a actina 
filamentosa, organizada a su vez por cofilina activa (Ghosh et al.,  2004), aumenta 
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enormemente la actividad catalítica de SSH1 (Nagata-Ohashi et al., 2004), lo que genera un 
bucle de retroalimentación positiva en el módulo (Figura In11, flecha verde (iii)).  
Figura In11: Posibles mecanismos de ultrasensibilidad en el módulo de cofilina. Cofilina es fosforilada por 
LIMK1 y desfosforilada (activada) por SSH1. SSH1 presenta varios mecanismos de regulación que podrían dar 
lugar a una respuesta ultrasensible: (i) inactivación de LIMK por SSH1; (ii) autodesfosforilación; (iii) aumento 











Debido a las propiedades de SSH1, los mecanismos reguladores en el módulo de cofilina y la 
gran falta de conocimiento acerca del papel de SSH1 en la migración, así como en la activación 
y formación de la SI en linfocitos T, en esta tesis doctoral nos planteamos los siguientes 
objetivos: 
1. Aportar evidencias experimentales de que SSH1 induce una respuesta ultrasensible en el 
módulo de cofilina, así como si existe biestabilidad e irreversibilidad. 
2. Investigar mecanismos reguladores implicados en la ultrasensibilidad.  
3. Estudiar la distribución dinámica de SSH1 en la SI. 
4. Estudiar el papel regulador de SSH1 en el ensamblaje de la SI y en la señalización de los 
linfocitos T. 
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3.1. Anticuerpos 
A continuación se incluye una lista de los anticuerpos usados, detallando su especie de 
origen, casa comercial o laboratorio y técnica en la que se emplearon (Tabla 1).  
 
 
Anticuerpo Casa comercial País Especie Aplicación 
CD3ε (clon Hit3a) Biolegend EEUU Ratón Act. 
CD3ε (clon T3b) FSM España Ratón IF, FACS 
CD3ε (clon UCHT-I) FSM España Ratón Act. 
CD3(clon 448) Abcam Reino Unido Conejo WB 
CD4 (HP2/6) FSM España Ratón FACS, Aisl. 
CD8 (TP 1/13 T8) FSM España Ratón FACS, Aisl. 
CD19 (BU12) FSM España Ratón FACS, Aisl. 
CD19-PerCP Immunostep España Ratón FACS 
CD28 BD Pharmingen EEUU Ratón Act. 
CD28-APC BD Pharmingen EEUU Ratón FACS 
CD63 (TEA 3/18.1) FSM España Ratón FACS 
CD69-APC Life Technologies EEUU Ratón FACS 
CD69-FITC Biolegend EEUU Ratón FACS 
Cofilina total (mAb22) Sobrenadante España Ratón FACS, WB 
ERK1/2 Cell Signaling EEUU Conejo WB 
HLA-DR FSM España Ratón FACS 
IgG humana Sigma Aldrich EEUU Humano FACS, IF 
ICAM-1 FSM España Ratón FACS 
LFA-1 (TP1/40) FSM España Ratón FACS 
LFA-1 activa (mAb24) FSM España Ratón IF 
NKp46 FSM España Ratón Aisl. 
p-CD3 Abcam Reino Unido Conejo WB 
pCof Cell Signaling EEUU Conejo FACS, WB 
Tabla 1: Listado de los anticuerpos empleados. FSM: Dr. Francisco Sánchez Madrid, Centro Nacional de 
Investigación Cardiovascular (CNIC), Madrid; Act.: activación; Aisl.: aislamiento; FACS: citometría de flujo; IF: 
inmunofluorescencia; M: Microscopía; WB: Western Blot. 
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p-ERK1/2 Cell Signaling EEUU Conejo WB 
p-PLC Cell Signaling EEUU Conejo WB 
PLC Cell Signaling EEUU Conejo WB 
SSH-1 Abcam Reino Unido Conejo IF, FACS 
α-Tubulina Sigma Aldrich EEUU Ratón IF 
TCRβ-A597 (clon H57) Biolegend EEUU Hámster armenio M 
 
 
3.2. Líneas y cultivo celular 
Las líneas de células B (Raji y HOM-2) fueron crecidas en RPMI 1640 + GlutaMAX-I  
(Gibco, Suiza) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS; Hyclone, Thermo Fisher 
Scientific, Estados Unidos) y penicilina/estreptomicina (Lonza) a 100 u/ml y 100 µg/ml, 
respectivamente. 
 La línea celular Jurkat E6-1 derivada de leucemia humana y su clon J77 (ambas Vβ8+)  
fueron crecidas en RPMI 1640 (Lonza, Suiza) suplementado de la misma manera que las líneas 
B, más glutamina 10 mM (Lonza, Suiza). 
El clon de Jurkat CH7C17 (aquí llamado CH7), que carece de CD28 y, además de expresar 
TCR Vβ8, está transfectado establemente con un TCR Vβ3 transgénico específico para el 
péptido hemaglutinina de la gripe, HAP (Hewitt et al., 1992), se creció en RPMI 1640 + 
GlutaMAX-I suplementado de la misma manera que las líneas B. Semanalmente se añadieron 
los antibióticos puromicina (4 µg/ml; InvivoGen) e higromicina B (400 µg/ml; Sigma Aldrich, 
Estados Unidos) para mantener la expresión del TCR transgénico. 
El clon de CH7 transfectado establemente con un plásmido de baja expresión de β-actina 
unido a mCherry (CH7-β-actina) fue cedido por el grupo de Juan Serrador (Departamento de 
Biología Celular e Inmunología, Centro de Biología Molecular Severo Ochoa, de Madrid) 
(Garcia-Ortiz et al., 2017) y se mantuvo en cultivo de la misma manera que las CH7 parentales 
pero suplementando el cultivo de manera adicional con el antibiótico G418 (0,8 mg/ml; 
Calbiochem, Estados Unidos) semanalmente para mantener la expresión de β-actina. 
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Por último, la línea celular D10 de linfocitos T CD4+ de ratón se creció en RPMI 
suplementado con 10% de FBS, glutamina 2 mM, penicilina/estreptomicina 100 u/ml y 100 
µg/ml, respectivamente, y β-mercaptoetanol 50 µM. 
Periódicamente se comprobó por citometría la expresión de marcadores de superficie 
en todas las líneas celulares humanas (CD3, CD4, LFA-1, CD28 y Vβ3 o Vβ8 en el caso de las 
líneas T, y CD19, HLA-DR e ICAM-1 en el caso de las líneas B), así como que no hubiera 
contaminación por micoplasma mediante el kit “VenorGeM® Mycoplasma Detection Kit for 
conventional PCR” y la enzima “MB Taq DNA Polymerase” (ambos de Minerva Biolabs GmbH, 
Alemania). 
 
3.3. Citometría de flujo 
Todas las tinciones de superficie se realizaron en hielo, resuspendiendo en 100.000 
células en 50 µl de PBS por tinción con -globulina humana (10 µg/ml; Sigma Aldrich). Tras 
30 minutos de bloqueo, se añadió el anticuerpo correspondiente o la sonda de actina 
filamentosa faloidina-A647 (Molecular Probes, Estados Unidos) durante 30 minutos, seguido 
de un lavado con PBS. En el caso de anticuerpos no marcados, se añadieron los 
correspondientes anticuerpos secundarios y se incubaron durante 30 minutos más. Tras un 
nuevo lavado, se resuspendieron las células en 200 µl de PBS frío con 1mM EDTA y se 
analizaron por citometría. 
En el caso de las tinciones intracelulares, en primer lugar se fijaron las células con 
paraformaldehído (PFA) 4% en PBS durante 20 minutos en hielo y se lavaron con PBS. A 
continuación, se permeabilizaron con PBS + 0,2% saponina durante 20 minutos a 
temperatura ambiente y se lavaron. Tras este paso, se siguió el mismo protocolo de tinción 
con anticuerpos que para las tinciones de superficie. 
Los datos se adquirieron en un citómetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences, Estados 
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3.4. Aislamiento y expansión de células primarias humanas 
Para la obtención de células primarias, se aislaron PBMCs (células mononucleares de 
sangre periférica) desde buffy coats procedentes del Centro de Transfusión de la Comunidad 
de Madrid. Para ello, se realizó una separación por gradiente de densidad con Ficoll-HisPaque 
(Rafer, España) mediante centrifugación a 600g durante 30 minutos a temperatura ambiente 
(RT). Posteriormente, se recogió la interfase de PBMCs con diferentes fines: 
3.4.1. Expansión de linfocitos CD4+ humanos 
Para la obtención de blastos CD4, se repartieron 1,5 millones de PBMCs en cada pocillo 
de una P24 en presencia de superantígeno E (SEE) soluble a 1 µg/ml (Toxin Technology, 
Estados Unidos). A las 24 horas se añadió IL-2 a 50 u/ml (Peprotech, Estados Unidos), 
renovándose cada dos días. Las células se utilizaron entre los 7 y 14 días de cultivo. 
3.4.2. Expansión de linfocitos CD8+ humanos 
Para la obtención de blastos CD8, se repartieron 1,5 millones de PBMCs en cada pocillo 
de P24 y se añadió una mezcla de péptidos virales (CEF pool; Mabtech, Suecia) procedentes 
de citomegalovirus, virus de Epstein-Barr y virus de la gripe. A las 48 horas se añadió IL-2 a 
50 u/ml, renovándose cada dos días. A las dos semanas, se comprobó el porcentaje de 
células CD8+ y se purificaron en el caso de obtener una pureza menor al 70%. 
3.4.3. Purificación o aislamiento de células CD8+ humanas 
Para enriquecer el cultivo de blastos en células CD8+ o para purificar linfocitos CD8+ 
totales desde PBMCs, se realizó una selección negativa empleando bolas magnéticas 
Dynabeads Protein G (Life Technologies, Estados Unidos) conjugadas con sobrenadantes 
anti-CD19 y anti-CD4 siguiendo las instrucciones proporcionadas por la casa comercial. El 
porcentaje de células CD8+ obtenidas tras este procedimiento se encontraba en torno al 
80-90%. 
3.4.4. Aislamiento de linfocitos CD4+ totales humanos 
El aislamiento de células CD4+ totales a partir de PBMCs se realizó mediante selección 
negativa, empleando el kit específico “DynabeadsTM UntouchedTM Human CD4 T cells” 
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) y siguiendo las instrucciones proporcionadas por la 
casa comercial. El porcentaje de células CD4+ obtenidas se encontraba en torno al 90-99%. 
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3.5. Manejo de ratones y aislamiento y cultivo de células de ratón 
Todo el manejo de ratones se realizó en la Universidad de California San Francisco (UCSF) 
de acuerdo a la normativa vigente del Comité Institucional para el Cuidado y Uso Animal 
(IACUC).  
Se emplearon únicamente ratones transgénicos OT-I sacrificados mediante cámara de 
CO2 y posterior dislocación cervical evitando todo el sufrimiento en la manera de lo posible. 
Posteriormente, se extrajeron los ganglios linfáticos maxilares, axilares, intestinales e 
inguinales, se disgregaron, se filtraron a través de poros de 100 µm (Thermo Fisher Scientific) 
y se lavaron en medio RPMI completo.  
Por otro lado, se extrajo el bazo, se disgregó en PBS y se filtró por poros de 100 µm. Tras 
lavarlo con PBS, se lisaron los glóbulos rojos mediante incubación con NH4Cl 175 mM durante 
10 min en hielo. A continuación, se incubaron las células con SL8 (OVA 257-264; Anaspec, 
Estados Unidos) a 100 ng/ml durante 30 min a 37ºC. Por último, se pasaron a un flask junto 
con las células de los ganglios en proporción 2:1 (bazo:ganglio). A las 48 horas, se añadió IL-
2 a 10 u/ml, renovando la citoquina cada dos días. Las células se emplearon a los 4-7 días de 
cultivo. 
 
3.6. Generación de plásmidos 
 En primer lugar, se realizó una PCR con primers específicos para SSH1 o cofilina (Sigma 
Aldrich, Tabla 2) utilizando la ADN polimerasa PfuTurbo (Agilent Technologies, Estados 
Unidos) a partir de cDNA de PBMCs. Tras comprobar el tamaño de la banda amplificada en 
un gel de agarosa, se purificó el producto de PCR utilizando el kit “QIAquick® Gel Extraction 
Kit” (Qiagen, Alemania). El producto obtenido se sometió a digestión con las enzimas de 
restricción XhoI y HindIII (New England Biolabs, Estados Unidos), al igual que el vector eGFP 
C1 o N1 (Clontech, Estados Unidos) para SSH1 o cofilina, respectivamente. Tanto el vector 
como el fragmento amplificado digeridos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa 
para purificar las bandas del tamaño deseado como anteriormente. Estos fragmentos se 
sometieron a ligación con DNA ligasa T4 (New Englands Biolabs) durante toda la noche a 
16ºC. Tras la ligación, se transformaron 5 µl de la reacción en bacterias competentes XL1-
blue (Agilent Technologies) siguiendo las indicaciones de la casa comercial y se plaquearon 
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50-100 µl de bacterias en placas de LB-agar con kanamicina a 30 µg/ml (Sigma Aldrich). Al día 
siguiente se realizó una PCR de 5-10 colonias aleatorias con los mismos primers específicos 
para comprobar el correcto clonaje y expresión de nuestra construcción. Cuando el tamaño 
de banda amplificado era el esperado, se crecieron las colonias correspondientes en 5 ml de 
medio de cultivo LB durante toda la noche para extraer el ADN plasmídico con el kit 
“QIAprep® Spin Miniprep Kit” (Qiagen). Se enviaron muestras  a secuenciar a la Unidad de 
Genómica (UCM) y se creció una colonia que presentara la secuencia e inserción correctas 
en 300 ml de medio de cultivo LB para llevar a cabo una nueva extracción de ADN utilizando 
el kit “NucleoBond® PC” (Macherey-Nagel, Alemania). Estas preparaciones fueron empleadas 
para transfecciones transitorias. 











La construcción GFP-C393S (mutante catalítico de SSH1), se diseñó en el laboratorio y se 
generó en la casa comercial GenScript (China) sobre la base del vector pcDNA 3.1 + N-eGFP. 
El plásmido de pmCherry- CD3N1 fue amablemente cedido por el laboratorio del Dr. 
Balbino Alarcón (Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC), Madrid) y el plásmido 
pCAGLifeAct-TagRFP fue adquirido a la casa comercial Ibidi (Alemania). 
3.6.1. Mutagénesis dirigida 
La construcción GFP-W458A (mutante SSH1 de unión a actina) fue generada mediante 
mutagénesis dirigida a partir de la construcción GFP-SSH1 previamente generada. En primer 
lugar, se diseñaron primers complementarios a la región de la secuencia flanqueando el 
residuo a mutar, incluyendo en ellos una mutación puntual adecuada (Tabla 2). Tras 
Tabla 2: Listado de primers empleados para el clonaje de SSH1 y cofilina y para el subclonaje de W458A por 
mutagénesis dirigida. Las bases subrayadas corresponden a las secuencias diana de las enzimas de restricción 
indicadas en el nombre del primer mientras que las bases en rojo indican las bases que se mutaron para generar 
la mutación puntual W458A de SSH1. Fw: primer forward; Rv.: primer reverse.  
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amplificación por PCR con PfuTurbo, se digirió el producto de la reacción con la enzima DpnI 
(Agilent Technologies). El producto resultante se transformó en bacterias ultracompetentes 
XL10-Gold (Agilent Technologies) siguiendo las instrucciones de la compañía. Se plaquearon 
10-250 µl en placas de LB-agar con kanamicina (30 µg/ml) y tras 16 horas se comprobaron 




Para electroporar células CH7, se lavaron éstas con HBSS sin calcio ni magnesio (Lonza) 
y con Opti-MEM (Gibco) antes de resuspender 2,5-5 millones de células por transfección en 
400 µl de Opti-MEM junto con la construcción de interés (2 µg de DNA/millón de células). 
Esta suspensión se sometió a un choque eléctrico de 240 mV y 975 µF en un equipo Gene 
Pulser II (Bio-Rad, Estados Unidos). Se resuspendieron suavemente a 1 millón/ml en medio 
RPMI incompleto pre-equilibrado y tras 2 horas se cambió el medio por medio completo. 
Al día siguiente se realizó una separación por Ficoll antes del experimento para eliminar 
células muertas y restos celulares. 
3.7.2. Nucleofección 
La línea J77, las células CD4+ primarias humanas, la línea múrida D10 y los blastos CD8+ 
de ratón fueron nucleofectadas debido a la baja eficiencia obtenida mediante 
electroporación. Para ello, se emplearon kits específicos de Amaxa® (Lonza) y el programa 
de nucleofección más apropiado según la ficha técnica, utilizando siempre 2 µg de 
DNA/millón de células. Tras la nucleofección, las células se resuspendieron a 1-2 
millones/ml en medio completo previamente equilibrado y al día siguiente se realizó una 
separación por Ficoll antes del experimento. 
En el caso de las células humanas se utilizó el equipo Amaxa™ Nucleofector™ II (Amaxa 
Biosystems, Lonza), mientras que para las células de ratón se empleó el Neon Transfection 
System (Thermo Fisher Scientific) en la UCSF.  
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3.8. qPCR 
Para realizar PCRs cuantitativas, en primer lugar se extrajo el RNA total de células 
primarias humanas CD4+ o CD8+ de donantes sanos, de blastos CD4+ o CD8+ obtenidos de los 
mismos donantes y de células Jurkat CH7 o J77, utilizando el kit “Absolutely RNA Microprep 
Kit” (Agilent Technologies, Estados Unidos). 2 µg de este RNA fueron utilizados para sintetizar 
cDNA con el kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” (Applied Biosystems, Estados 
Unidos). A partir de estos cDNAs se realizaron qPCRs con sondas específicas para los genes 
SSH1, SSH2 y SSH3 y la mezcla de reacción “TaqMan Universal PCR Master Mix” (Life 
Technologies) en un equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Estados 
Unidos). Para todas las muestras se calculó el valor ΔCT como los valores de CT normalizados 
al valor CT del gen de la proteína ribosomal 18S. 
 
3.9. Migración celular 
3.9.1. Migración en microcanales (2D) 
Los microcanales se prepararon rellenando moldes con canales de diferentes anchuras 
disponibles en el laboratorio del Dr. Krummel (Departamento de Patología, UCSF) con el 
polímero PDMS 10:1, dejando un grosor de 2-3 mm sobre el molde. Se dejó polimerizar 
toda la noche a temperatura ambiente en una cámara de vacío y al día siguiente se 
hornearon a 55ºC durante una hora para finalizar la polimerización. Una vez atemperados, 
se cortaron rectángulos con pocillos individuales. Se agujerearon las zonas centrales al 
principio de los canales, se lavaron con etanol 95% y se limpiaron bien empleando un 
equipo limpiador de plasma. Se colocaron los moldes bocabajo sobre un cristal, se 
hornearon durante 10 minutos más a 60ºC y se limpiaron de nuevo. 
Finalmente, se recubrieron con ICAM-1 (5 µg/ml) durante 1 hora, se lavaron y se 
colocaron en las perforaciones de cada canal 10 ul de una suspensión celular conteniendo 
200.000 células en RPMI completo. Las imágenes se adquirieron cada 20 segundos durante 
3 horas utilizando un equipo Zeiss Axiovert 200M (laboratorio del Dr. Krummel, UCSF). Se 
empleó un objetivo 40x PlanFluar/1.3 de aire y las muestras se mantuvieron en condiciones 
de temperatura y CO2 controladas (37ºC y 5%, respectivamente). 
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3.9.2. Migración en matriz de colágeno (3D) 
Los experimentos de migración en matrices tridimensionales se realizaron en 
colaboración con el Dr. Javier Redondo (Universidad Complutense de Madrid, UCM).  
Partiendo de células CH7 transfectadas con las construcciones GFP de interés, se 
marcaron con la sonda Cell Tracker Far Red (Molecular Probes) para facilitar el seguimiento 
de las células. Se resuspendieron en medio RPMI con 2% FBS y 25 mM HEPES y se mezclaron 
300.000 células con una mezcla de colágeno a 1,7 mg/ml en un pocillo de una cámara Nunc 
Lab-Tek II de 8 pocillos (Thermo Scientific, Estados Unidos). Se dejó polimerizar la matriz 
con las células embebidas en ella durante una hora y media a 37ºC y se pusieron bajo un 
microscopio confocal Olympus FV1200 (Centro de Apoyo a la Investigación (CAI)-UCM).  
Se adquirió una imagen cada 5 minutos durante 3 horas, programando una pletina 
motorizada tomando 3 planos Z de cada campo. Se usó un objetivo UPLSAPO 20x/0.75 
abriendo el pinhole al máximo para aumentar la anchura del plano Z. Las muestras fueron 
mantenidas en condiciones de temperatura y CO2 controladas (37ºC y 5%, 
respectivamente). 
 
3.10. Estudios de activación celular 
3.10.1. Formación de conjugados e inmunofluorescencia 
Para la formación de conjugados, se marcaron las células B (Raji o HOM-2) con CMAC 
(marcador de citoplasma) y se cargaron con SEE en el caso de las Raji, o con SEB o HAP en 
el caso de las HOM-2. A continuación, se incubaron con las células T (J77 o CH7, 
respectivamente) en proporción 1:1 durante 20 minutos. Por último, se fijaron las células 
con PFA 4% y se mantuvieron en PBS hasta su tinción. 
Las tinciones se realizaron en cámara húmeda, permeabilizando las muestras para 
tinciones intracelulares con Triton X-100 0,1% durante 5 minutos. A continuación, se 
bloquearon con IgG humana (10 µg/ml) en TNB, se incubaron con los anticuerpos primarios 
correspondientes durante 1 hora y se añadieron los anticuerpos secundarios o la sonda de 
actina filamentosa faloidina-A568 (Molecular Probes) durante 30 minutos. Por último, se 
montaron los cristales con Mowiol 4-88 (Sigma Aldrich). 
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3.10.2. Activación por anticuerpos 
Para la activación con anticuerpos, se recubrieron cristales o placas con anti-CD3 
(UCHT-1 o Hit3a) a 5-10 µg/ml, y se añadió anti-CD28 (2 µg/ml). Para experimentos de 
citometría, se dejaron las células 4 horas antes de teñir; para experimentos de microscopía, 
se adquirieron las imágenes inmediatamente. 
3.10.3. Activación sobre bicapas lipídicas presentadoras de antígeno 
Las bicapas lipídicas se prepararon con una mezcla de fosfolípidos (Avanti Polar Lipids, 
Estados Unidos) según lo descrito anteriormente (Beemiller et al., 2012), sobre cámaras 
Nunc Lab-Tek II de 8 pocillos limpiadas con HCl 1 M/etanol 70% durante 30 minutos y NaOH 
10 M durante 15 minutos. Brevemente, se mezclaron POPC 96,5%, DGS-NTA(Ni) 2%, Cap-
PE-biotinilado y PEG5000-PE 0,5% en cloroformo, se secaron bajo flujo de nitrógeno y se 
dejaron toda la noche en cámara de vacío. Al día siguiente se rehidrataron en DPBS (Gibco) 
a una concentración total de 4 mM, se extruyeron los liposomas por membranas 
Nuclepore® Track-Etched de 100 nm (Whatman, Reino Unido) usando un extrusor de lípidos 
(Avanti) y se repartieron 250 µl en cada pocillo. Después de 30 min, se lavó cada pocillo con 
8 ml de DPBS y se bloquearon los sitios de unión inespecífica con DPBS-BSA 1% durante 30 
minutos. A continuación, se añadieron 25 ng de estreptavidina (Life Technologies) a cada 
pocillo y tras 30 minutos se lavaron y se añadió una mezcla de 63 ng de ICAM-1 (producido 
en el laboratorio del Dr. Krummel, UCSF) y 6 ng de OVA-MHC (NIH Tetramer Core Facility, 
Estados Unidos). Estas concentraciones son similares a las que existen en las células 
presentadoras según resultados previos del laboratorio del Dr. Krummel (comunicación 
personal). Tras una nueva incubación de 30 minutos, se lavaron los pocillos y se cambió el 
DPBS por RPMI + 1% FBS + 10 mM HEPES justo antes de la adquisición de imágenes. 
Por otro lado, los blastos CD8+ de ratones OT-I se incubaron con el anticuerpo anti-
TCRβ-Alexa Fluor 597 (clon H57, Biolegend, Estados Unidos) para seguir el movimiento del 
TCR. 
 
3.11. Western blot 
Para los experimentos de Western blot, se mezclaron entre 300.000 y 600.000 células 
J77 con células Raji (cargadas con SEE) en proporción 10:1 y se incubaron durante 5, 15 o 30 
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minutos. Para las muestras de 0 minutos (no estimuladas), se incubaron células T con células 
B sin antígeno. 
Tras las incubaciones, las células fueron lisadas a 1 millón/100 µl en el siguiente tampón 
de lisis suave: TrisHCl pH 7,5 5 mM o 20 mM; Triton X-100 0,2%; NP40 1%; NaCl 150 mM; 
MgCl2, 1,5 mM y EDTA 2 mM. A este tampón se añadieron en el momento los siguientes 
inhibidores de proteasas: mezcla de inhibidores de proteasas 1x (Roche, Suiza), ortovanadato 
sódico 2 mM, PMSF 1 mM, fluoruro sódico 10 mM, β-glicerol fosfato 5 mM y pirofosfato 
sódico 1 mM (todos de Sigma Aldrich). Tras incubación durante 40 min en hielo, se 
centrifugaron las muestras durante 10 min a 1000 g y 4ºC y se les añadió tampón de carga 
Laemmli buffer 1x con 5% de β-mercaptoetanol. 
Las muestras así obtenidas se sometieron a electroforesis en geles de 1 mm de anchura 
al 13% de poliacrilamida (100 V, 20 min + 130 V, 90 min). Posteriormente, se realizó una 
transferencia húmeda a membranas de PVDF (4 horas a 300 mA), bloqueo de 1 hora con TBS 
+ 0,2% Tween-20 + 5% BSA e incubación con anticuerpos primarios (anti-pCD3, anti-pPLC 
y anti-pERK1/2) durante 16 h a 4ºC en agitación. Estas membranas se incubaron con el 
anticuerpo secundario cabra-anti-conejo IgG-HRP (Bonsai Advanced Technologies, España) 
(en el caso de pCD3 y pPLC) o burro-anti-conejo-680 (Bonsai Advanced Technologies) (en 
el caso de pERK) durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación. El revelado se realizó 
con reactivos de ECL Plus (Thermo Fisher Scientific) utilizando un equipo Odyssey (LI-COR 
Biosciences, Estados Unidos). 
Después del revelado, se quitaron los anticuerpos utilizando el reactivo Stripping buffer 
(LI-COR Biosciences) y se incubaron las membranas con anticuerpos primarios contra las 
proteínas totales (CD3, PLC y ERK1/2) durante toda la noche a 4ºC en agitación. Al día 
siguiente, se revelaron las membranas con los anticuerpos secundarios correspondientes de 
la misma manera que con las proteínas fosforiladas. La cuantificación de las bandas se realizó 
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3.12. Ensayos de movilización de calcio 
Para los experimentos funcionales de calcio, se emplearon células Jurkat E6-1 
transfectadas con las construcciones GFP-SSH1, GFP-C393S o GFP sola marcadas con la sonda 
de calcio X-Rhod-1-AM (Molecular Probes) 2 µM en medio HBSS con Ca2+/Mg2+ + 2% FCS + 25 
mM HEPES + 0,0003% ácido plurónico. Tras 40 minutos a 37ºC, se lavaron las células y se 
resuspendieron en medio RPMI + 2% FCS + 25 mM HEPES a 2 millones/ml. Los datos se 
recogieron en un equipo LSR Fortessa (BD Biosciences), utilizando 600 µl de cada condición 
de la siguiente manera: adquisición de la señal basal durante 1 min, adición de 50 µl de 
tetrámeros anti-CD3/anti-CD28 (Stemcell Technologies, Canadá), adquisición durante 5 
minutos, adición de 5 µl de ionomicina (1 mg/ml) y adquisición durante 3 minutos más. Las 
muestras se mantuvieron a 37ºC durante todo el experimento. El análisis de los datos se 
realizó utilizando el programa FCS Express (De Novo Software, Estados Unidos). 
 
3.13. Microscopía y adquisición de imágenes 
3.13.1. Microscopía electrónica de barrido (SEM) 
En los experimentos realizados con SEM se emplearon blastos CD8+ de ratones OT-I 
previamente nucleofectados y separados en GFP+ y GFP- como control. Se plaquearon 
aproximadamente 25.000 células de cada tipo en cristales recubiertos con poli-L-lisina (PLL) 
0.01% y se dejaron adherir durante 1 hora a 37ºC. 
A continuación, se fijaron las células con una mezcla de glutaraldehído 2% y 
formaldehído 4% en tampón fosfato 0,1 M pH 7,3 durante toda la noche a 4ºC. Luego, se 
hicieron tres aclarados de 15 minutos con tampón fosfato seguido de un lavado de 1 hora 
con tetróxido de osmio (OsO4) 1%. Se realizó un nuevo lavado de 5 minutos y se 
deshidrataron las muestras con incubaciones de 15 minutos en concentraciones crecientes 
de etanol (35%, 70%, 95% y 100%). Se hicieron dos nuevas incubaciones con etanol 100% 
durante 15 y 30 minutos y se procedió al desecado al punto crítico con CO2. Por último, se 
montaron en una matriz de aluminio y se hizo un recubrimiento con oro. Las muestras se 
examinaron en un microscopio electrónico NeoScope (Nikon) en la UCSF. 
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3.13.2. Microscopía confocal 
Para la adquisición de imágenes por microscopía confocal, se utilizó el equipo Olympus 
FV1200 del CAI-UCM. En el caso de las muestras fijadas, se utilizó un objetivo UPLSAPO 
60x/1.35 de aceite de inmersión. Los distintos fluoróforos empleados se excitaron con 
láseres 405 (CMAC), 488 (GFP), 559 (mCherry y Alexa Fluor 568) y 594 (Alexa Fluor 594). De 
cada imagen se tomaron entre 20 y 30 planos confocales Z con un incremento de 300 nm. 
En el caso de las secuencias de vídeos de conjugados, se empleó un objetivo UPLSAPO 
60x/1.20 de agua. Los distintos fluoróforos se excitaron como se ha comentado, tomándose 
una imagen cada 5 segundos. En este caso, las muestras fueron mantenidas en condiciones 
de temperatura y CO2 controladas (37ºC y 5%, respectivamente). 
3.13.3. Microscopía de fluorescencia de reflexión interna total (TIRF) 
La microscopía de TIRF de blastos CD8+ de ratón se realizó en la UCSF utilizando un 
sistema Zeiss Axiovert 200-M equipado con un láser TIRF. Se utilizó un objetivo 100x 
PlanApo/1.46 de aceite de inmersión para los experimentos sobre bicapas lipídicas 
activadoras y un objetivo 40x PlanFluar/1.3 para los experimentos de migración sobre 
microcanales. Para la microscopía de TIRF en dos colores, se utilizó un sistema de escaneo 
simultáneo en dos canales (Photometrics, Estados Unidos) con un filtro dicroico de pase 
largo de 560 nm y filtros de emisión de 525/50 nm y 605/70 nm para dividir el campo de la 
cámara en dos imágenes y así poder adquirir de manera simultánea GFP y Alexa Fluor 568. 
La cámara empleada fue una Evolve emCCD (Photometrics) y el intervalo temporal fue de 
1-2 segundos con una exposición de 33-100 mseg durante 3-5 minutos. 
La microscopía de TIRF de células humanas se realizó en el Centro Nacional de 
Investigaciones Cardiovasculares (CNIC, Madrid) en colaboración con el grupo del Dr. 
Francisco Sánchez Madrid. El equipo empleado fue un Leica AM TIRF MC M montado sobre 
un microscopio Leica DMI 6000B equipado con una cámara Andor-DU8285 VP-4094. Las 
imágenes se adquirieron con un objetivo HCX PL APO 100x/1.46 de aceite de inmersión y 
una penetrancia Z de 110 nm. Las muestras fueron excitadas con láseres 488 (GFP) o 561 
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3.13.4. Análisis de imágenes 
Todas las imágenes de microscopía fueron analizadas con el programa gratuito 
Fiji (http://rsbweb.nih.gov/ij/; NIH, Estados Unidos). Para la cuantificación de la 
acumulación de proteínas en la SI, se empleó el plugin “Synapse Measure” para Fiji 
(Calabia-Linares et al., 2011). Este programa calcula proporciones de intensidades 
de fluorescencia locales comparando las intensidades en diferentes regiones de la 
célula T y en la zona de interés, y corrigiéndolas con la señal del fondo y de la célula 
B. 
Para los análisis de colocalización, se empleó el plugin JACoP (Just Another 
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4.1. Expresión de los SSHs en linfocitos T  
En primer lugar, se estudió la expresión de los distintos miembros de los SSHs mediante 
qPCR en linfocitos T CD4+ y CD8 + totales, blastos CD4 + y CD8 + (generados a partir de los 
mismos donantes que los totales) y las líneas CH7 y J77 (Figura R1 A). En todos los tipos 
celulares estudiados, SSH3 fue la isoforma menos expresada, mientras que los niveles de 
expresión de SSH1 y SSH2 fueron similares dentro de cada tipo.  
Los datos de qPCR se complementaron con ensayos de citometría para estudiar los 
niveles de proteína (Figura R1 B). Aunque no existen diferencias significativas en los niveles 
de proteína debido probablemente al bajo número de experimentos, las CH7 fueron las 
células que más SSH1 expresaban de las poblaciones estudiadas, seguidas por las J77 y 
después por los linfocitos T CD4+ totales. Estos datos sobre los niveles de proteína coinciden 
con lo observado para el mRNA.  
 
4.2. La sobreexpresión de SSH1 o cofilina induce anomalías morfológicas 
Con el objetivo de estudiar si la sobreexpresión de SSH1 o cofilina produce alteraciones 
























































Figura R1: SSH3 es la isoforma con menor expresión en linfocitos T. A) Niveles de expresión de SSH1, SSH2 y SSH3 
estudiados por qPCR en linfocitos T CD4+ y CD8+ totales de donantes sanos, blastos CD4+ y CD8+ generados a partir 
de los mismos donantes y las líneas celulares Jurkat CH7 y J77. En la gráfica se muestran los valores del ΔCT para 
cada gen sutraídos con el valor del ΔCT del gen ribosomal 18S. B) Cuantificación de los niveles de proteína SSH1 
en células Jurkat y linfocitos T CD4+ totales. Número de donantes en la qPCR = 4 (CD4+ totales), 2 (blastos CD4+ y 
blastos CD8+) o 1 (CD8+ totales, CH7 y J77). Número de ensayos de citometría = 5 (J77) ó 2 (CH7 y CD4+ totales). 
Análisis estadístico empleado: ANOVA de un factor con corrección de Bonferroni. *p-valor <0,05; **p-valor <0,01. 
  
        72 
 
RESULTADOS 
línea múrida D10 con las construcciones Cof-GFP o GFP-SSH1 (Figura R2) y se observaron bajo 
SEM según lo descrito en el apartado 3.13.1 de Materiales y métodos.  
Las células control (GFP-), presentaban microvellosidades en toda su superficie y una 
morfología y tamaño homogéneos (Figura R3 A y R3 D izquierda, flechas rojas). Sin embargo, 
las células que sobreexpresaban SSH1 presentaban formas bulbosas en la superficie y 
microvellosidades menos abundantes, en ocasiones ausentes (Figura R3 B y R3 D central, 
flechas rojas y asteriscos). Las células que sobreexpresaban cofilina  mostraban alteraciones 
similares a las encontradas en las células sobreexpresando SSH1 pero con alguna diferencia: 
aunque también presentaban en ocasiones formas bulbosas en su superficie, tenían más 
microvellosidades que las GFP-SSH1, aunque éstas aparecían ensanchadas y con forma 
redondeada en comparación con las del control (Figura R3 C y R3 D derecha, flechas rojas). 
En ambos casos, las células a menudo parecían tener varios frentes celulares, originando 









Figura R2: Las proteínas quiméricas codificadas por los plásmidos generados se expresan correctamente. Se 
transfectaron células Jurkat CH7 con cada una de las construcciones generadas (GFP-SSH1 y GFP-C393S) y con 
el vector GFP como control. Se tiñeron las células de cada transfección con un anticuerpo policlonal anti-SSH1 
y se comprobó la correlación entre los niveles de expresión de la proteína quimérica y los niveles de tinción para 
comprobar la integridad de las construcciones.  
  














































Control (GFP-) GFP-SSH1 Cof-GFP
*
*
Figura R3: La sobreexpresión de SSH1 o cofilina produce anomalías morfológicas en la célula. Las imágenes de 
SEM muestran 3 ejemplos representativos de cada condición de células D10: Cof-GFP- (A), GFP-SSH1+ (B) y Cof-
GFP+ (C). Los recuadros rojos sobre cada imagen de la derecha delimitan el área amplificada y mostrada en D. 
Las flechas rojas en D indican las anomalías morfológicas explicadas en el texto, mientras que los asteriscos rojos 
resaltan zonas de la membrana sin microvellosidades. En la parte inferior izquierda de cada imagen (A-C) se 
muestra el aumento y en la parte inferior derecha la barra de escala. 
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4.3. Regulación del módulo de cofilina por SSH1  
Dados los posibles mecanismos de ultrasensibilidad presentes en el módulo de cofilina 
(ver apartado 1.5.1 de la Introducción), nos propusimos estudiar si se observaba este tipo de 
respuesta de cofilina activa en función de los niveles de SSH1. Para ello, transfectamos células 
Jurkat con la construcción GFP-SSH1 y estudiamos los niveles de pCof por citometría de flujo 
(Figura R4).  
La sobreexpresión de GFP-SSH1 causó una brusca reducción en los niveles de pCof, 
alcanzando los mínimos niveles de fosforilación con niveles de expresión de GFP-SSH1 bajos, 
tanto en células Jurkat como en CD4+ primarias (Figura R4 A y R4 C). Este tipo de respuesta 
recuerda a una respuesta de tipo ultrasensible (apartado 1.5 y Figura In11 de la Introducción) 
(Ferrell & Ha, 2014a), por lo que ajustamos las curvas a la ecuación de Hill, que define este 























































Figura R4: Existe una respuesta de ultrasensibilidad en el módulo de cofilina en función de los niveles de SSH1. 
A) Dot plots de los niveles de pCof en función de los niveles de expresión de GFP-SSH1 en células CH7. Se 
establecieron diferentes regiones en los niveles de expresión de GFP-SSH1 (1 a 4), y de cada una de ellas se 
obtuvo la media geométrica de la intensidad (MGI) de pCof (representado en el panel central). En el panel de la 
derecha se representan los niveles de cofilina activa, calculada como (tCof – pCof)/tCof, frente a GFP-SSH1 y el 
ajuste a la ecuación de Hill según lo descrito (Trunnell et al., 2011), realizado con la herramienta Curve Fitting de 
Matlab (MathWorks, Inc.). B) Histogramas de pCof en cada una de las regiones establecidas en A. Los paneles 
inferiores C y D muestran las mismas representaciones que A y B, respectivamente, en células T CD4+ primarias. 
tCof: cofilina total; pCof: cofilina fosforilada. n=coeficiente de Hill. 
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R4 A y R4 C). Estos resultados indican que la activación de cofilina es ultrasensible a los niveles 
de SSH1. 
En los histogramas de la Figura R4 B y R4 C se observa una curva bimodal para la región 
2 (curva azul) correspondiente a los niveles más bajos detectables de GFP-SSH1. Esto sugiere 
la existencia de biestabilidad en el módulo, con dos posibles estados de respuesta para un 
determinado rango de estímulo (apartado 1.5 de la Introducción). 
Para obtener más evidencias experimentales de la biestabilidad, se analizaron por 
Western Blot los niveles de pCof en linfocitos T CD4+ primarios, blastos CD4+ expandidos en 
presencia de SEE durante 7 días e IL-2 durante los últimos 6 días, blastos CD4+ a los que se 
retiró el SEE tras 24 horas y se añadió IL-2 los 6 días siguientes, y células J77 (Figura R5). Los 
niveles de pCof en CD4+ totales fueron los más elevados, y se reducían hasta casi 4 veces tras 
la estimulación antigénica con SEE durante 7 días. Esta reducción de pCof se mantenía al 
retirar el estímulo tras 24 horas, lo que sugiere que existe una respuesta biestable con un 
estado de activación del módulo que se mantiene al retirar el estímulo y en la que 
probablemente operen mecanismos de memoria molecular para generar una respuesta 






























Figura R5: Los niveles de cofilina activa aumentan con la estimulación antigénica y se mantienen en el tiempo 
al retirar el estímulo. A) Protocolo de obtención y generación de las células empleadas en este experimento. B) 
Western Blot de lisados de células CD4+ totales, blastos CD4+ estimulados durante 24 horas con SEE y 6 días con 
SEE + IL-2, blastos CD4+ estimulados durante 24 horas con SEE y 6 días con solo IL-2, y células de la línea J77, 
usando anticuerpos específicos para pCof y tCof. Los números bajo las bandas de pCof indican la cuantificación 
de las intensidades de las bandas de pCof divididas entre las de tCof y relativizando cada valor al de los linfocitos 
CD4+ totales. La figura muestra un experimento representativo de 4. Aisl.: Aislamiento; pCof: fosfo-cofilina; tCof: 
cofilina total. 
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Existen varios mecanismos en el módulo de cofilina que podrían estar mediando la 
ultrasensibilidad en el módulo (apartado 1.5.1 de la Introducción). Para estudiar si el bucle 
de retroalimentación positiva causado por la unión de SSH1 a F-actina es uno de ellos, 
transfectamos células Jurkat con las construcciones GFP-SSH1, GFP-C393S o el mutante de 
unión a actina GFP-W458A (Figura R6 A). Los resultados muestran que el mutante C393S no 
es capaz de desfosforilar cofilina, mientras que el mutante W458A sí, aunque la reducción en 
los niveles de pCof en este caso es menos abrupta que en el caso de GFP-SSH1, con 
coeficientes de Hill siempre menores (de hasta la mitad) (Figura R6 B-D). Por tanto, podemos 
decir que la ultrasensibilidad en la respuesta del módulo es dependiente, al menos en parte, 
de la unión de SSH1 a F-actina.  
Además de la presencia de bucles de retroalimentación, otro mecanismo capaz de 
generar ultrasensibilidad es la acumulación local de una enzima y su sustrato (apartado 1.5 
de la Introducción) (Ferrell, 1998). Debido a que cofilina se polariza y acumula en la periferia 
de la SI (Eibert et al., 2004), quisimos estudiar si SSH1 se acumula también en esas áreas y si 


















































Figura R6: La respuesta ultrasensible en el módulo de cofilina es dependiente, al menos en parte, de la unión 
de SSH1 a actina. A) Figura esquemática donde se muestra la estructura de SSH1 y la mutación puntual del 
mutante W458A. B) Se tomaron diferentes regiones correspondiendo a distintos niveles de expresión de SSH (0 
a 6) y se obtuvo la media geométrica de la intensidad de fluorescencia (MGI) para pCof en cada uno de ellos. 
Estos valores, normalizados a R0, se representaron gráficamente en C. D) Los datos obtenidos para las 
construcciones de GFP-SSH1 (izquierda) y GFP-W458A (derecha) se ajustaron a la ecuación de Hill para estudiar 
la ultrasensibilidad de la respuesta en función de los niveles de SSH mediante la herramienta Curve Fitting de 
MatLab. n = coeficiente de Hill; pCof: fosfo-cofilina. Se muestra un experimento representativo de 3. 
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4.4. Distribución de SSH1 en la SI  
Para estudiar la acumulación de SSH1 a la SI, transfectamos células CH7 con las 
construcciones GFP-SSH1, GFP-C393S o GFP-W458A y conjugamos estas células T durante 20 
minutos con células B presentadoras de HAP según lo descrito en el apartado 3.10.1 de 

































































Figura R7: SSH1 se distribuye en la periferia de la SI de linfocitos T CD4+ de manera independiente de su 
actividad catalítica y dependiente de su interacción con actina. A) Imágenes representativas de conjugados a 20 
minutos entre células HOM2 marcadas con CMAC (azul) y células CH7 transfectadas con GFP-SSH1, GFP-C393S o 
GFP-W458A. Los conjugados se tiñeron con un anticuerpo anti-α-tubulina para visualizar el MTOC (rojo) como 
marcador de SI maduras. El panel muestra imágenes representativas de interacciones CH7-HOM2. B) 
Cuantificación de la acumulación de SSH1 o sus mutantes en la SI utilizando el plugin de Fiji Synapse Measures. 
Las barras de error representan la desviación estándar de la media. Prueba estadística empleada: ANOVA de un 
factor con corrección de Bonferroni. n = 45-63 células de 4 experimentos independientes. *** p<0,005. Barras de 
escala: 5 µm. 
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de SSH1 o sus mutantes en la SI. Esta localización es independiente de su actividad catalítica, 
ya que el mutante C393S se acumulaba en igual medida (Figura R7 B), pero sin embargo, la 
unión a actina es necesaria para que SSH1 se polarice, como muestra la distribución del 
mutante W458A.   
Para estudiar en más detalle la distribución de SSH1 en la SI, realizamos tinciones de 
marcadores clásicos de los distintos SMACs (CD3 para el cSMAC, LFA1 para el pSMAC y actina 
para el dSMAC) en conjugados generados de la misma manera y los estudiamos por 
microscopía confocal (Figura R8). Realizando reconstrucciones 3D de la zona de interacción, 
observamos que la distribución de SSH1 era más periférica que la de CD3 y LFA1 y coincidía 
totalmente con la de actina, lo que indica que SSH1 se acumula en el dSMAC.  
 
4.5. Dinámica de la polarización de SSH1 a la SI  
A continuación, quisimos estudiar la dinámica del reclutamiento de SSH1 a la SI. Para 
ello, analizamos mediante microscopía confocal de intervalo temporal la interacción entre 






















Figura R8: SSH1 se acumula en el dSMAC de la SI, colocalizando con actina filamentosa. Conjugados a 20 minutos 
entre HOM2 cargadas con HAP (marcadas con CMAC, en azul) y CH7 transfectadas con GFP-SSH1, GFP-C393S o 
GFP-W458A (pseudocolor). Los conjugados fueron fijados y teñidos con CD3, LFA1 o actina (rojo) y se estudió la 
localización de cada una de estas moléculas respecto a SSH1 mediante reconstrucciones 3D de la zona de 
interacción (paneles de la derecha). Se muestran imágenes representativas de 20-30 células de 2 experimentos 
independientes. LT: Luz transmitida. Barras de escala: 5 µm. 
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CD3-mCherry (Figura R9 A y Vídeo 1) o el marcador de actina filamentosa LifeAct-TagRFP 
(Figura R9 B y Vídeo 2). En las gráficas a la derecha de cada secuencia de vídeo podemos 
observar que SSH1 comienza a acumularse en la zona de interacción muy rápidamente (en 
15-30 segundos), alcanzando la máxima acumulación entre 1 y 1,5 min tras el contacto inicial. 
También se observa que el movimiento de SSH1 a la zona de interacción comienza antes que 
la acumulación de CD3 o de actina.  
 
4.6. Papel de SSH1 en la homeostasis de actina 
Dado el importante papel de SSH1 como regulador de cofilina (Figura R4), nos 
preguntamos cómo afecta la sobreexpresión de SSH1 o el mutante C393S a los niveles totales 
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Figura R9: SSH1 se acumula rápidamente en la SI. Intervalos temporales de microcopía confocal de interacciones 
entre células Raji cargadas con SEE (marcadas con CMAC, en azul) y células J77 transfectadas con las 
construcciones GFP-SSH1 y CD3-mCherry (A) o GFP-SSH1 y LifeAct-RFP (B). A la derecha de cada secuencia de 
vídeo se muestra la cuantificación de la acumulación de cada molécula en la SI a lo largo del tiempo, calculada 
utilizando el plugin de Fiji Synapse Measures. La figura muestra un experimento representativo de 3. Barras de 
escala: 5 µm. 
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analizamos por citometría de flujo los niveles de actina filamentosa mediante marcaje con 
faloidina (Figura R10 A) o con anti-pCof (Figura R10 B). A continuación, establecimos regiones 
a lo largo de los niveles de expresión de GFP, obtuvimos los valores de MGI de faloidina o 
pCof en cada región y los representamos en gráficas (Figura R10 derecha). Así, observamos 
un aumento notable y lineal de los niveles de F-actina con valores altos de expresión del 
mutante C393S, mientras que en el caso de SSH1 se producía una ligera disminución a valores 
bajos y medios de expresión que se recuperaba con valores mayores.  
 
4.7. Papel de SSH1 en el ensamblaje y dinámica de la SI 
4.7.1. Papel en la SI madura 
Para estudiar si la sobreexpresión de SSH1 o de su mutante catalítico afectaban a la 
maduración de la SI, formamos conjugados entre células CH7 y HOM2 durante 20 min, 
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Figura R10: La expresión de GFP-C393S altera la homeostasis de actina en linfocitos T CD4+. A) Dot plots de los 
niveles de actina filamentosa marcada con faloidina frente a los niveles de GFP-SSH1, GFP-C393S o GFP sola. Se 
tomaron diferentes regiones (0-8) correspondiendo a distintos niveles de expresión de GFP y se obtuvo la media 
geométrica de la intensidad de fluorescencia (MGI) para faloidina en cada uno de ellos. Estos valores aparecen 
representados en la gráfica de la derecha. B) Dot plots de los niveles de pCof en función de los niveles de GFP-
SSH1, GFP-C393S o GFP sola en las mismas células que A. A la derecha se muestra la gráfica con los niveles de 
pCof en función de SSH1 según el mismo análisis realizado en A. La figura muestra un experimento 
representatitvo de 4. 
  




























































































































































Figura R11: La interferencia con los niveles de expresión de SSH1 no altera la polarización de CD3 o LFA1 ni la 
activación de LFA1 en la SI. Se incubaron células Jurkat transfectadas con GFP-SSH1, GFP-C393S o GFP durante 
20 minutos con células HOM2 cargadas con HAP y se estudió la polarización de CD3 (A), LFA1 total (B) o LFA1 
activa (C) utilizando el plugin de Fiji Synapse Measures. En cada panel se muestran imágenes representativas de 
entre 7 y 56 células de 2 experimentos junto con una reconstrucción tridimensional de la zona de interacción 
mostrando la colocalización de SSH1 con cada una de las moléculas estudiadas. Prueba estadística utilizada: 
ANOVA de un factor con corrección de Bonferroni. LT: Luz transmitida; Sup.: superposición de canales. Barras de 
escala: 5 µm. 
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microscopía confocal (Figura R11). De la misma manera, estudiamos también la 
polarización y distribución de componentes del citoesqueleto como el MTOC o la actina 




































































































Figura R12: La interferencia con los niveles de expresión de SSH1 no altera la polarización de actina o el MTOC 
a la SI. Se incubaron células Jurkat transfectadas con GFP-SSH1, GFP-C393S o GFP durante 20 minutos con 
células HOM2 cargadas con HAP y se estudió la polarización de actina filamentosa (A) o el MTOC (B) utilizando 
el plugin de Fiji Synapse Measures. En cada panel se muestran imágenes representativas de entre 7 y 56 células 
de 2 experimentos. En el caso de la actina, se muestran a la derecha reconstrucciones tridimensionales de la 
zona de interacción mostrando la colocalización de SSH1 con actina. Prueba estadística utilizada: ANOVA de un 
factor con corrección de Bonferroni. LT: Luz transmitida; Sup.: superposición de canales. Barras de escala: 5 µm. 
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total, LFA1 activa o actina filamentosa, así como tampoco en la polarización del MTOC hacia 
la SI. Sin embargo, la distribución de la actina parecía ligeramente alterada al sobreexpresar 
el mutante catalítico C393S, ya que el clareamiento central parecía de menor área, y en el 
anillo periférico se apreciaban acumulaciones laterales de actina (Figura R12 D).  
4.7.2. Dinámica del TCR durante la formación de la SI 
A pesar de no encontrar diferencias claras en muestras fijadas a tiempos largos de 
interacción, nos preguntamos si la dinámica molecular a tiempos más tempranos (<5 
minutos) podría estar alterada cuando sobreexpresábamos las proteínas quiméricas. Para 
investigarlo, utilizamos blastos CD8+ de ratones OT-I estimulados de manera específica 
sobre bicapas lipídicas presentadoras de antígeno y grabamos secuencias de vídeo 
mediante microscopía de TIRF. Este tipo de microscopía ofrece una adquisición de 
imágenes con mayor resolución espacial respecto a la microscopía confocal gracias a la 
iluminación de la muestra con un haz de luz oblicua que crea un campo de luz evanescente 
que permite visualizar un campo estrecho de la muestra (hasta tan solo 90 nm de 
profundidad), aumentando así la proporción señal-ruido. También ofrece mayor resolución 
temporal gracias a que la adquisición de imágenes se realiza por detección paralela a través 
de una cámara digital en lugar de mediante escaneo láser. Las bicapas están formadas por 
una mezcla de lípidos que simula la membrana plasmática y tienen inmersas en ellas 
moléculas de MHC-I presentando el péptido OVA (para el cual son específicos los linfocitos 
de estos ratones) y moléculas ICAM-1 (Figura R13 A) a concentraciones similares a las que 
presenta una célula B (apartado 3.10.3 de Materiales y métodos). En cuanto a los resultados 
obtenidos, en las células sin transfectar se observa la centralización del TCR tras el 
reconocimiento antigénico (Figura R13 B y Vídeo 3), que fue similar a la observada en las 
células que sobreexpresaban GFP-SSH1, en las que se constituyó un cSMAC rico en TCRs y 
carente de SSH1 (Figura R13 B y Vídeo 4). Sin embargo, al sobreexpresar el mutante C393S, 
los microcomplejos quedaban acumulados en periferia, perdiéndose su centralización y por 
tanto bloqueando la formación de un cSMAC típico (Figura R13 C y Vídeo 5). 
4.7.3. Dinámica de actina  
Debido al incremento que produce la sobreexpresión del mutante C393S en los niveles 
de F-actina total (Figura R10), quisimos estudiar si esto afectaba a la dinámica de actina y a 
la formación de la SI. Para ello, transfectamos blastos CD8+ de ratones OT-I con las 
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construcciones GFP-SSH1 o GFP-C393S junto con el plásmido LifeAct-TagRFP y los activamos  
sobre bicapas lipídicas presentadoras de antígeno. En el caso de GFP-SSH1 (Figura R14 A y 
Vídeos 6 y 7), se observó un único lamelipodio uniforme con una acumulación de actina en 

























































































































































Figura R13: La expresión de GFP-C393S impide la centralización del TCR en la SI. A) Representación 
esquemática de las bicapas lipídicas activadoras empleadas. Sobre estas bicapas se colocaron blastos T CD8+ de 
ratones OT-I sin transfectar (B), transfectados con GFP-SSH1 (C) o GFP-C393S (D) y teñidos con un anticuerpo 
anti-TCRβ (clon H57). En la figura se muestra una imagen representativa de una SI a tiempos cortos (<3 min) de 
células sobreexpresando cada construcción (n=3-4 células). Las gráficas debajo de cada imagen representan la 
intensidad de fluorescencia del TCRβ (B) o del TCRβ frente a GFP-SSH1 (C) o a GFP-C393S (D) a lo largo de la 
flecha blanca dibujada sobre cada célula. u.a.: Unidades Arbitrarias; His: histidina; Ni: níquel; Biot: biotina; Str: 
estreptavidina. Barras de escala: 5 µm. 
  










































































































Figura R14: La sobreexpresión del mutante C393S altera la dinámica de actina en las lamelas de linfocitos T CD8+. 
A) y B) Se muestran blastos CD8+ de ratones OT-I cotransfectados con LifeAct-RFP y GFP-SSH1 (A) o GFP-C393S (B) 
activados sobre bicapas lipídicas presentadoras de antígeno (OVA). A la derecha de cada imagen se muestra un 
kimograma (representación de tiempo frente a distancia) realizado a lo largo de la línea blanca dibujada sobre cada 
célula. C) Ampliación de los recuadros blancos sobre cada célula en A y B que representan un ejemplo de las regiones 
que se tomaron para los análisis de colocalización. D) Análisis de la colocalización de actina con GFP-SSH1 o GFP-
C393S (M1) y de GFP-SSH1 o GFP-C393S con actina (M2), calculado mediante el coeficiente de Manders en regiones 
lamelares en movimiento. Análisis estadístico empleado: prueba de Mann Whitney. ****p-valor <0,001. n = 1-4 
regiones por célula de 3-4 células distintas. Barras de escala: 5 µm. 
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colocalización con SSH1 y por último un frente de SSH1 libre de F-actina  (Babich et al., 
2012). Al sobreexpresar GFP-C393S (Figura R14 B y Vídeo 8), las células presentaban 
múltiples lamelas improductivas que se formaban simultáneamente en diferentes 
direcciones, con apariencia desorganizada y presentando menor colocalización del C393S 
con actina (Figura R14 C).  
También analizamos la dinámica de actina en un modelo de linfocitos T CD4+ (Jurkat 
CH7) activados sobre cristales recubiertos con anticuerpos (anti-CD3ε Hit3a y anti-CD28). 
Como control se utilizaron células transfectadas con GFP sola (Figura R15 A y Vídeo 9). En 
ellas se observa la dinámica normal de expansión y clareamiento de actina en la zona 
central tras activación del TCR, alcanzando la máxima extensión a aproximadamente 1 min, 
momento en el que se aprecia claramente una zona central despejada de actina. En las 
células que sobreexpresaban GFP-SSH1 (Figura R15 B y Vídeo 10), el clareamiento 
comenzaba entre los 15 y 30 segundos, antes incluso de que acabara la extensión celular. 
En el caso de las células expresando GFP-C393S (Figura R15 C y vídeo 11), el clareamiento 
de actina en los primeros dos minutos estaba bloqueado. La dinámica del clareamiento de 
actina en cada condición se encuentra representada en el gráfico de la Figura R15 D, 
calculada como área de la zona central sin actina dividido entre la intensidad de 
fluorescencia de actina en esa zona. Con la progresión de la SI, este cociente se hace mayor 
debido a la pérdida de actina filamentosa y al aumento del área del cuerpo celular.  
4.7.4. Estabilidad de la SI 
Dados los defectos en la dinámica de actina que producía la sobreexpresión del 
mutante catalítico, nos propusimos estudiar la estabilidad de la SI. Para ello, activamos 
células CH7 transfectadas sobre superficies recubiertas de anticuerpos anti-CD3 (UCHT-1) 
durante diferentes tiempos (4, 5 ó 7 minutos), tras lo cual fijamos las muestras con 
paraformaldehído 4% y calculamos el porcentaje de células adheridas (Figura R16 A), el área 
de expansión (Figura R16 B) y el clareamiento de actina (Figura R16 C).  
Como se observa en la Figura R16 A, las células con GFP-SSH1 ya habían alcanzado el 
máximo de adhesión a los 4 minutos. Sin embargo, las células que sobreexpresaban el 
mutante C393S tardaban más tiempo en adherirse, observándose el mayor porcentaje de 
células adheridas a los 5 minutos. A pesar de ello, las células C393S una vez adheridas no 
presentaban defectos en cuanto a área de expansión respecto a las GFP o las GFP-SSH1 en  
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Figura R15: SSH1 acelera la dinámica de actina en la SI a tiempos cortos (<2 minutos), mientras que la 
expresión de GFP-C393S causa defectos en la reorganización de actina. Imágenes representativas de células 
CH7 cotransfectadas con LifeAct-RFP y GFP (A), GFP-SSH1 (B) o GFP-C393S (C) a diferentes tiempos de activación 
sobre placas recubiertas con anti-CD3 (UCHT-1) y grabadas cada 108 mseg utilizando un equipo TIRF. Bajo cada 
secuencia temporal, se muestra un kimograma (gráfico distancia frente a tiempo) obtenido de la línea blanca 
dibujada a través de la célula. Las imágenes en el panel derecho (“Suma”) representan una superposición de 
todas las imágenes obtenidas en la secuencia de vídeo. D) Cuantificación del clareamiento de actina a distintos 
tiempos de la secuencia para cada construcción, calculado como área de la zona central sin actina dividido entre 
la intensidad de fluorescencia de actina en esa zona. La gráfica muestra la media de 2-3 células. Análisis 
estadístico: prueba T pareada. * y #: p-valor ≤ 0,05. *: C393S vs. GFP; #: SSH1 vs. C393S. Barras de escala: 10 µm. 
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5 minutos, aunque a 7 minutos empezaban a retraer (Figura R16 B). Además, el 
clareamiento de actina del mutante era defectivo a 5 minutos (Figura R16 C).  
 
4.8. Papel de SSH1 en la señalización temprana de los linfocitos T 
Debido al defecto en la centralización del TCR y en la dinámica de actina al sobreexpresar 
el mutante C393S, nos preguntamos si esta perturbación tendría algún efecto en la activación 
del linfocito, en concreto en la fosforilación de las moléculas de señalización CD3, PLC1 y 
ERK. Con este fin, transfectamos células J77 con las construcciones de interés, las activamos 
con células Raji presentadoras de SEE y realizamos lisados para Western Blot según lo 


































































































































Figura R16: La sobreexpresión de C393S retrasa la adhesión celular y el clareamiento de actina tras activación 
por el TCR y acelera la retracción celular. Células CH7 cotransfectadas con GFP, GFP-SSH1 o GFP-C393S y LifeAct-
RFP se estimularon sobre placas recubiertas con anti-CD3 (UCHT-1) y fueron fijadas a distintos tiempos. A) 
Porcentaje de células pegadas a la superficie con anticuerpos medido como número de células visualizadas en 
campo TIRF dividido por el número de células observadas en campo ancho. B) Expansión celular a distintos 
tiempos tras activación del TCR, medida como el área celular en el campo TIRF. C) Clareamiento de actina a 
distintos tiempos tras activación celular, medido como área del cSMAC dividido por la intensidad de actina en el 
cSMAC. En la figura se muestran las medias de (A) 43-53 células, (B) 58-101 células, o (C) 14-17 células, de 3 
experimentos independientes). Análisis estadístico empleado: ANOVA de un factor con corrección de Bonferroni. 
* p-valor<0,05. 
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una mayor fosforilación de CD3 respecto al valor de las células GFP tanto en el caso de GFP-
SSH1 como de C393S (Figura R17 A). Sin embargo, resulta muy interesante que esa mayor 
activación inicial de CD3no se refleja en mayores niveles de pPLC1 en el caso del C393S (el 
cual es similar a la GFP control) pero sí en el caso del GFP-SSH1 (Figura R17 B) En cuanto a 
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Figura R17: La sobreexpresión de SSH1 o de C393S aumenta la fosforilación de CD3 y, en el caso de SSH1, 
también la de PLC1. En la parte izquierda de la figura se muestra un Western Blot representativo de un total 
de 4, mostrando la fosforilación de CD3 (A), PLC1 (B) y ERK1/2 (C) a distintos tiempos en células 
sobreexpresando GFP-SSH1, GFP-C393S o GFP sola. A la derecha, se muestra la cuantificación de la señal de las 
bandas, relativizando los niveles de proteína fosforilada respecto a los niveles de proteína total. Análisis 
estadístico empleado: ANOVA de muestras repetidas con corrección de Bonferroni. *: wt vs GFP; #: wt vs C393S; 
†: C393S vs GFP. *p-valor <0,05; **p-valor <0,01. 
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Para profundizar más en el efecto de la sobreexpresión de SSH1 o C393S sobre la 
activación linfocitaria, nos propusimos estudiar la movilización de calcio tras la activación del 
TCR. Para ello, empleamos células Jurkat E6-1 transfectadas, marcadas con la sonda de calcio 
X-Rhod-1AM y activadas con tetrámeros anti-CD3/CD28 (apartado 3.12 de Materiales y 
métodos).  
En las Figuras R18 A y R18 B puede observarse una elevación de calcio en todos los casos 
tras la activación del TCR y tras la adición del ionóforo de calcio, estabilizándose los niveles 
pasados 1-2 minutos tras cada estímulo. Aunque en la Figura R18 B parece que las células 
con GFP-C393S producían más calcio tras la adición de tetrámeros, al normalizar estos valores 
respecto a los valores basales (0) y a los valores máximos obtenidos con la ionomicina (100), 
observamos que en realidad el aumento de calcio en estas células era menor que en las 
células GFP, mientras que no existen diferencias con las células GFP-SSH1  (Figura R18 C). No 
observamos diferencias en ninguna de las condiciones al analizar los valores máximos de 
calcio alcanzados tras la adición de tetrámeros (Figura R18 D), así como tampoco al calcular 
el tiempo que tardan las células en alcanzar ese máximo (Figura R18 E). 
  










































































































































































































































Figura R18: La sobreexpresión del mutante C393S disminuye la producción de calcio tras estimulación por el 
TCR. A) Dot plots de los niveles de calcio (X-Rhod-1-AM) basales (parte izquierda de cada gráfica), tras añadir 
tetrámeros anti-CD3/CD28 (flecha azul) y tras añadir ionomicina (flecha roja) en la población de células de alta 
expresión de cada construcción (MGI>103). B) Gráfica mostrando el valor medio de la MGI para cada 
transfección, tomando todos los experimentos. Las flechas azul y roja indican, respectivamente, el momento de 
la adición de tetrámeros o de ionomicina. C) Se tomaron valores de zonas estables de los niveles basales, tras 
estimulación con tetrámeros y tras adición de ionomicina (recuadros rojos). Los valores tras la estimulación con 
tetrámeros se normalizaron entre 0 y 100 respecto a los valores basales (0) y a los valores tras la adición de 
ionomicina (100). D) Se calculó el valor máximo de la MGI de calcio tras la adición de tetrámeros (recuadros 
negros en A) para cada transfección y se normalizaron respecto a los valores. E) Tiempo que se tardó en alcanzar 
el máximo de calcio en cada transfección tras la adición de tetrámeros. Cada punto representa una réplica de 
un total de 5 experimentos (3-5 réplicas por experimento). Análisis estadístico empleado: ANOVA de un factor 
con corrección de Bonferroni. *p-valor <0,05. MGI: Mediana Geométrica de la Intensidad de fluorescencia. 
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4.9. Papel de SSH1 en la migración celular 
Dada la importancia del citoesqueleto de actina para el movimiento celular, nos 
propusimos estudiar si SSH1 tiene algún papel en este proceso. En primer lugar, estudiamos 
la migración en 2D analizando en el microscopio blastos CD8+ de ratones OT-I  transfectados 
con GFP-SSH1 o GFP-C393S y colocados sobre microcanales de distintas anchuras recubiertos 
con ICAM-1 según el protocolo descrito en el apartado 3.9.1 de Materiales y métodos. Como 
control, utilizamos células GFP negativas de ambas transfecciones (GFP neg.). Para el análisis 
de la migración, se escogieron únicamente canales con una anchura superior a 3 µm, en los 
que las células no necesitan comprimirse para pasar. A pesar de que las diferencias no son 
significativas, las células que sobreexpresaban SSH1 (GFP-SSH1+) presentaron una velocidad 
de desplazamiento por el canal menor que el resto de condiciones, calculada como el 
desplazamiento a lo largo del canal entre el tiempo total que están migrando (Figura R19 B). 
Además, las células GFP-SSH1+ acumularon mayor distancia recorrida (Figura R189C), debido 
al mayor número de cambios de dirección y de pared (Figura R19 D). Estos datos indican que 
las células GFP-SSH1+ son menos direccionales.  
En segundo lugar, estudiamos la migración en 3D mediante matrices de colágeno según 
lo descrito en el apartado 3.9.2 de Materiales y métodos. En la Figura R20, se muestran los 
resultados del análisis de la velocidad media, distancia acumulada y euclídea y 
direccionalidad. En este caso, no pudimos asegurar qué células no expresaban la proteína 
(GFP negativas) debido a la gran distancia de trabajo del objetivo empleado (20x de aire, en 
comparación con el 40x empleado en la migración 2D), por lo que únicamente se muestra la 
comparación entre las GFP+ (control), las GFP-SSH1+ y las GFP-C393S+. Como puede 
observarse, la sobreexpresión tanto de SSH1 como del mutante C393S aumentó la velocidad 
media de las células y la distancia total recorrida (distancia acumulada). La sobreexpresión 
de C393S produjo además un ligero pero significativo aumento de la distancia euclídea sin 
cambios en la direccionalidad de la migración en ningún caso. 
 
  

















































































































































Figura R19: La sobreexpresión de SSH1 afecta a la migración en dos dimensiones. A) Fotograma de una 
secuencia de vídeo de células transfectadas con GFP-SSH1, mostrando la luz transmitida a la izquierda y el 
canal GFP a la derecha. B) Cuantificación de la velocidad de desplazamiento a lo largo del canal para cada 
condición, calculada como la distancia que avanza cada célula por el canal dividida entre el tiempo total que 
permanece en él. C) Cuantificación de la distancia total recorrida en cualquier dirección para cada célula en el 
tiempo que permanece en el campo de visión. D) Izquierda: número de veces que las células cambian de 
sentido en el microcanal con respecto al tiempo; derecha: número de veces que cada célula pasa de migrar a 
lo largo de una pared a migrar adherida a la pared opuesta. En todos los casos, cada punto corresponde a una 
célula (n = 7-16) de tres réplicas diferentes. Análisis estadístico empleado: ANOVA de un factor con corrección 
de Bonferroni. *p-valor <0,05; **p-valor <0,01; ***p-valor<0,005. 
 
  




















































































































































Figura R20: La sobreexpresión tanto de SSH1 como del mutante C393S favorecen la migración en 3D en 
matrices de colágeno. A) Imagen de una secuencia de vídeo mostrando células GFP-C393S marcadas con el 
colorante celular Cell Tracker Far Red (izquierda), el canal GFP del mismo campo de visión (centro) y la 
superposición de ambos (derecha). Las flechas blancas indican células GFP positivas marcadas con Cell Tracker 
y las flechas azules indican células en las que no se detecta señal GFP. B) Imagen de la misma secuencia de 
vídeo que A mostrando el análisis de las trayectorias. C) Cuantificación de la velocidad media, distancia total 
recorrida, distancia euclídea y direccionalidad de 82-295 células por condición, de un total de 3 experimentos. 
Análisis estadístico empleado: ANOVA de un factor con corrección de Bonferroni. *p-valor <0,05; **p-valor 
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DISCUSIÓN 
5.1. Expresión de los SSHs en linfocitos T 
Según los ensayos de qPCR, SSH3 fue el SSH de menor expresión en todas las 
subpoblaciones de células T estudiadas (Figura R1), quizá por tratarse de la isoforma con 
menor actividad sobre pCof y menor capacidad de unión a actina (Ohta et al., 2003), lo que 
no le daría un papel celular tan relevante como los otros dos miembros. Los niveles de 
expresión de SSH1 y SSH2 fueron más similares entre sí en cada tipo celular estudiado, no 
encontrándose diferencias significativas en ningún caso.  
Por otro lado, las células Jurkat fueron las de mayor expresión de SSH1, tanto a nivel 
de mRNA como de proteína, considerablemente por encima de los niveles encontrados en 
los linfocitos T CD4+. Estos altos niveles de expresión de SSH1 en las células Jurkat en 
comparación con las células primarias podrían deberse a una alta dinámica del 
citoesqueleto de actina por tratarse de una célula tumoral, que necesitaría altos niveles de 
actividad de proteínas promotoras de la remodelación del citoesqueleto. 
En esta tesis nos centramos en el estudio de SSH1 por ser una de las dos isoformas con 
mayor expresión en linfocitos T y por sus propiedades de regulación sobre el módulo de 
cofilina (apartado 1.5.1 de la Introducción). 
 
5.2. Anomalías morfológicas al sobreexpresar SSH1 o cofilina 
Las alteraciones morfológicas observadas al sobreexpresar SSH1 o cofilina (Figura R3) 
son probablemente debidas a una alteración del citoesqueleto de actina originada por los 
altos niveles de expresión de dichas proteínas. Aunque en ambos casos las células 
presentaron anomalías morfológicas, estas no fueron exactamente iguales, ya que la 
sobreexpresión de SSH1 originaba principalmente formas bulbosas y pérdida de 
microvellosidades en la superficie mientras que la sobreexpresión de cofilina produjo 
microvellosidades más ensanchadas y con aspecto redondeado. Las microvellosidades en los 
linfocitos T son importantes para un escaneo adecuado de antígeno presentado por la APC  
(Cai et al., 2017) y, por tanto, su pérdida o alteración podría dar lugar a un defecto en la 
respuesta a antígeno. 
Las anomalías observadas en ambos casos recuerdan a las observadas por Gallego et al. 
(Gallego et al., 1997) en células T de un paciente con Síndrome de Wiskott-Aldrich (WAS). 
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Este síndrome es causado por una mutación en el gen que codifica la proteína WAS (WASp), 
la cual es muy importante en el control de la organización del citoesqueleto de actina. Las 
células T de estos pacientes, además de presentar defectos en proliferación tras activación 
por el TCR, presentaron importantes anomalías morfológicas, incluyendo formas bulbosas o 
lamelares similares a las encontradas en nuestro estudio.  
 
5.3.  Ultrasensibilidad y biestabilidad del módulo de cofilina  en linfocitos T 
Los niveles de cofilina activa en función de los niveles de SSH1 siguen una respuesta 
ultrasensible (Figura R4). Este tipo de respuestas se caracteriza por la presencia de un umbral 
de respuesta, que dota a los módulos de señalización de la capacidad de ignorar y filtrar 
pequeños estímulos por debajo de ese umbral, a la vez que responder bruscamente a 
cambios pequeños por encima del mismo (Ferrell & Ha, 2014a). Esta característica es 
interesante en el caso de la activación de la célula T: los linfocitos T necesitan filtrar estímulos 
de baja afinidad (como autoantígenos) para mantener la tolerancia periférica, pero cuando 
reconocen un pMHC de suficiente afinidad, la respuesta debe ser rápida y eficiente. La 
ultrasensibilidad del módulo de cofilina, activado por debajo de la coestimulación (Lee et al., 
2000; Wabnitz et al., 2006), podría participar en la ultrasensibilidad de la respuesta del 
linfocito T frente a estímulos externos, ayudando a reorganizar de manera rápida y eficiente 
el citoesqueleto de actina.  
Existen varios mecanismos de regulación en el módulo de cofilina que podrían ser 
responsables de esta ultrasensibilidad (apartado 1.5.1 de la Introducción). Uno de ellos es el 
aumento de actividad de SSH1 tras su unión a actina (Nagata-Ohashi et al., 2004), que 
supondría un bucle de retroalimentación positiva en el módulo. Los menores coeficientes de 
Hill obtenidos en el caso de la respuesta de cofilina activa frente al mutante de unión a actina 
GFP-W458A (Figura R6) nos hicieron pensar que esta característica es efectivamente un 
mecanismo que media, al menos en parte, la ultrasensibilidad del módulo.  
La abrupta respuesta de ultrasensibilidad que observamos, sin estados intermedios 
(Figura R4), y los múltiples mecanismos de retroalimentación positiva presentes en el módulo 
(Figura In11) que podrían generar una memoria molecular (Ferrell & Ha, 2014b), nos hicieron 
pensar que podría existir biestabilidad e irreversibilidad en el módulo. La mayor activación 
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del módulo de cofilina en células que han sido previamente activadas con antígeno, incluso 
después de retirarlo, sugiere la existencia de una respuesta irreversible con un estado activo 
en estas células que no revierte al estado inactivo aun después de eliminar el estímulo (Figura 
D1). Los mayores niveles de cofilina activa en células efectoras y de memoria resultarían en 
un citoesqueleto más activo y laxo, que ayudaría a la formación y movimiento de oligómeros 
de TCR y de proteínas de señalización (Figura D2) (Gowrishankar et al., 2012). Un 
citoesqueleto con mayor capacidad de remodelación además volvería las células más prontas 
a responder que si tuvieran un citoesqueleto rígido y estable (como sería el caso de las células 
naïve, que presentan niveles de pCof muy elevados) (Thauland et al., 2017) debido a la 
presencia de fuerzas de tracción de actina más fuertes que promoverían uniones cortas 
seriadas TCR/pMHC, con una mejor discriminación de ligandos de baja afinidad (Huang & 
Ferrell, 1996). Nosotros proponemos, y recientemente se ha demostrado, que el estado 
activo del módulo por acción de SSH1 en células efectoras es responsable de una activación 
más eficiente en estas células (Thauland et al., 2017). También se ha descrito en linfocitos B 
que la señalización por TLRs aumenta la dinámica de actina dependiente de cofilina y SSH1, 





















Figura D1: Biestabilidad e irreversibilidad del módulo de cofilina. Los mayores niveles de cofilina activa en 
células que han visto antígeno y que se mantienen aun después de eliminar el estímulo sugieren la presencia 
de biestabilidad e irreversibilidad en el módulo. Por tanto, existirían dos estados de respuesta en el módulo de 
cofilina: el de alta respuesta en células que han visto antígeno anteriormente (efectoras y de memoria), y el de 
baja respuesta en células naïve. 
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5.4. Distribución dinámica de SSH1 a la SI  
SSH1 se acumula en la SI (Figura R7), donde colocaliza con F-actina, según lo observado 
en reconstrucciones 3D a partir de imágenes de microscopía confocal de conjugados T/B 
(Figura R8). Esto indica que SSH1 se acumula en el dSMAC siguiendo un patrón de distribución 
similar al de su sustrato cofilina (Eibert et al., 2004), aunque estos autores no estudian si 
cofilina se encuentra en el pSMAC o dSMAC. Sin embargo, es probable que enzima y sustrato 
colocalicen en la SI, lo que aumentaría la concentración local de ambas moléculas y, junto 
con el aumento de actividad de SSH1 tras su unión a la actina acumulada en el dSMAC, 
contribuiría a la ultrasensibilidad del módulo (Ferrell, 1998). Esta distribución de SSH1 sugiere 
además un papel en el flujo retrógrado de actina durante la activación de linfocitos T. La 
actividad catalítica de SSH1 también podría estar activada localmente por PI3K en la SI, 
aunque no se conoce exactamente cómo se produce esta regulación (Nagata-Ohashi et al., 
2004).  
Figura D2: Relevancia fisiológica de la ultrasensibilidad del módulo de cofilina. En células que no han visto 
antígeno (panel izquierdo), el módulo de cofilina se encuentra en estado inactivo. Por ello, la dinámica de actina 
y las fuerzas de tracción son bajas y tanto los TCRs como otras moléculas de señalización están confinados 
espacialmente en la membrana. En una célula que ha visto antígeno (panel derecho), el módulo de cofilina se 
desplaza a un estado con mayores niveles de cofilina activa. Esto aumenta la dinámica del citoesqueleto y lo 
vuelve más laxo, ayudando al movimiento del TCR y otras moléculas, facilitando la formación de complejos de 
señalización y aumentando las fuerzas de tracción y la activación seriada del TCR por la APC. 
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La acumulación de SSH1 en la SI no depende de su actividad catalítica pero sí de su unión 
a actina (Figura R7). Nuestros datos sugieren que la interacción con la APC causa la inmediata 
liberación de 14-3-3 y, una vez libre y desfosforilado, SSH1 podría unirse a actina (Nagata-
Ohashi et al., 2004). Esto causaría la translocación de SSH1 a la zona de interacción y 
aumentaría su actividad catalítica enormemente (Nagata-Ohashi et al., 2004; Kurita et al., 
2008), de manera que cuando se encuentra en el dSMAC con cofilina y actina, estaría listo 
para desfosforilar y activar cofilina de manera muy eficiente. Es posible que la mutación 
W458A afecte además a la interacción con coronina 1B, implicada en la traslocación de SSH1 
al lamelipodio (Cai et al., 2007) y quizá también a la SI. 
Por último, la rápida acumulación de SSH1 en zonas lamelares de la SI que comienza 
antes que la de CD3 (Figura R9 A y Vídeo 1) sugiere que SSH1 podría participar en la expansión 
inicial de la célula T sobre la B o en el escaneo de APCs en busca de pMHCs adecuados. En 
este contexto, SSH1 también podría estar activado por la activación local de PI3K en el 
lamelipodio (Nagata-Ohashi et al., 2004; Kurita et al., 2008). 
 
5.5. Control de los niveles de actina por SSH1  
Los altos niveles de expresión del mutante catalítico C393S produjeron un gran aumento 
en los niveles de F-actina totales (Figura R10 A). Esto concuerda con trabajos anteriores en 
los que tanto el silenciamiento de SSH1 como la sobreexpresión de formas catalíticamente 
inactivas de SSH1 o SSH2 produjo manojos gruesos y largos de actina (Niwa et al., 2002; Ohta 
et al., 2003).  
Existen dos posibles explicaciones no excluyentes a este fenómeno: la primera es que a 
partir de ciertos niveles de expresión, el mutante C393S actúe como dominante negativo, 
impidiendo la actividad del SSH1 endógeno y por tanto el desensamblaje de actina por 
cofilina, lo que produciría un aumento neto en los niveles de actina filamentosa. La segunda 
es que la sobreexpresión de C393S a partir de ciertos niveles genere manojos gruesos de 
actina debido a su actividad de bundling, haciéndolos inaccesibles para cofilina y produciendo 
un aumento global de F-actina. Esto no ocurriría al sobreexpresar SSH1 wild type ya que esta 
actividad de formación de manojos se vería contrarrestada con la actividad catalítica de SSH1 
y la activación de cofilina.  
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En este trabajo, hemos usado la sobreexpresión del mutante C393S como posible 
dominante negativo de la actividad del SSH1 endógeno, dado que nuestros resultados sobre 
los mayores niveles de actina filamentosa al sobreexpresarlo concuerdan con las alteraciones 
observadas por otros (formación de manojos de actina) al silenciar distintos SSHs (Niwa et 
al., 2002). 
 
5.6. Papel de SSH1 en el ensamblaje y dinámica molecular de la SI 
La sobreexpresión de SSH1 o del mutante C393S no afectó a la acumulación de CD3, 
LFA1, LFA1 activa o el MTOC en la zona de interacción ni a su distribución en la SI (Figuras 
R11 y R12) a 20 min de interacción, por lo que no parece que una mayor activación de cofilina 
o una perturbación de los niveles totales de F-actina afecten a la maduración de la SI a estos 
tiempos. Sin embargo, trabajos anteriores muestran que al interferir directamente la 
actividad de cofilina mediante péptidos bloqueantes de su unión a actina se altera la 
polarización de LFA1 y F-actina (aunque no de CD3) a 30 minutos, impidiendo que la SI 
madure correctamente (Eibert et al., 2004). Esto podría sugerir que interferir con la actividad 
de cofilina es una perturbación más agresiva que sobreexpresar un mutante catalítico de 
SSH1, quizá porque otras fosfatasas como SSH2, SSH3 (Ohta et al., 2003), cronofina (Gohla et 
al., 2005), PP1 o PP2A (Ambach et al., 2000) puedan desfosforilar cofilina en el segundo caso. 
La acumulación de F-actina tampoco estaba alterada, aunque sí ligeramente su distribución 
en células que sobreexpresaban el mutante C393S, en las que el anillo de actina estaba 
menos abierto, con una zona clareada de actina más pequeña, aunque esto no parecía 
afectar a la distribución en la SI del resto de moléculas estudiadas. 
En contraste con estos resultados en la SI madura, en los tiempos iniciales de la 
interacción observamos que mientras que la dinámica del TCR no parecía estar afectada por 
la sobreexpresión de SSH1, su centralización estaba totalmente impedida al sobreexpresar el 
mutante C393S (Figura R13 y Vídeo 5). Estas diferencias podrían deberse a la necesidad de la 
dinámica de actina para el movimiento de microcomplejos de TCR (Varma et al., 2006; 
Kaizuka et al., 2007), ya que la sobreexpresión del C393S aumenta los niveles de F-actina 
(Figura R10) y produce manojos gruesos de filamentos (Niwa et al., 2002; Ohta et al., 2003), 
posiblemente alterando la dinámica de la misma (Figura D3). Por tanto, nuestros resultados 
  
        103 
 
DISCUSIÓN 
sugieren que SSH1 tiene un papel regulador de la dinámica del TCR a través de su acción 
sobre los niveles de actina y la organización de los filamentos.  
Figura D3: Efecto de la sobreexpresión del mutante C393S en el ensamblaje de la SI. En situaciones normales 
(panel superior), SSH1 es polarizado a la periferia del contacto en segundos. Cofilina también se polariza allí y es 
activada localmente por SSH1, lo que da como resultado el establecimiento de un flujo retrógrado de actina y la 
generación de filamentos cortos, que ayudan al movimiento de TCRs y otras moléculas. Cuando 
sobreexpresamos un mutante catalítico (panel inferior), cofilina no puede ser activada localmente en tiempos 
iniciales, lo que bloquea la dinámica de actina en la zona de contacto. Además, los niveles totales de F-actina 
están elevados. El resultado es el impedimento del movimiento de los TCRs al centro de la interacción. 
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Para investigar si la dinámica de actina a tiempos tempranos se encuentra 
efectivamente alterada con la sobreexpresión de C393S, estudiamos la dinámica de las 
lamelas en el contexto de la activación celular (Figura R14). Los lamelipodios avanzan gracias 
a un equilibrio entre polimerización de actina en el frente celular y despolimerización por la 
zona más cercana al interior celular (Begg et al., 1978; Small et al., 1978). Como se observa 
en la Figura R14 A y Vídeos 6 y 7, SSH1 se encuentra justo por detrás de este frente de actina 
y va avanzando con el flujo. Por ello, es probable que SSH1, mediante la activación de cofilina, 
participe en la despolimerización de filamentos que permite el  establecimiento de un 
correcto flujo retrógrado de actina y la formación de lamelipodios productivos durante la 
activación celular. Este papel de SSH1 está apoyado por la formación de lamelipodios 
aberrantes al sobreexpresar el mutante catalítico C393S (Figura R14 B y Vídeo 8) y por la 
pérdida de colocalización de esta forma de SSH1 con F-actina (Figura R14 D), lo que además 
apoya la hipótesis de que la descentralización del TCR (Figura R13 y Vídeo 5) se debe a 
alteraciones en la dinámica de actina al sobreexpresar  el C393S.  
Llama la atención que esta alteración en la distribución del TCR no se aprecie en sinapsis 
maduras de 20 minutos (Figuras R11) y que la alteración en la distribución de actina a estos 
tiempos más tardíos sea muy sutil (Figura R12). Esto sugiere que el mutante catalítico no 
bloquea la dinámica de actina totalmente, sino que sólo afecta a los reordenamientos 
tempranos. Podría ser que otros mecanismos reguladores de cofilina intervinieran en su 
activación durante la activación celular y acabaran compensando la falta de actividad de SSH1 
y las alteraciones de actina producidas por el mutante C393S; no sólo otras fosfatasas 
(Ambach et al., 2000; Ohta et al., 2003; Gohla et al., 2005), sino también el ambiente reductor 
que se crea en la zona de interacción y que lleva al aumento de la capacidad 
despolimerizadora de cofilina (Yeoh et al., 2002) y a su liberación de PIP2 y de cortactina 
(Frantz et al., 2008). 
La actina también juega un papel esencial en el establecimiento de la adhesión celular, 
entre otros mediante fuerzas de tracción dinámicas que facilitan el contacto entre ambas 
células y estabilizan la interacción (apartado 1.2.1 de la Introducción; (Li et al., 2010; Liu et 
al.,  2014). Cuando alteramos la homeostasis de actina mediante la sobreexpresión del 
mutante C393S, las células tardan más tiempo en adherirse (Figura R16 A), además de 
presentar un retraso en el clareamiento de actina de la zona central de la SI en los tiempos 
iniciales de la interacción (Figuras R14 y R15 y Vídeos 8 y 11), lo que explicaría también el 
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problema en la centralización del TCR en estas células. Los mayores niveles de F-actina 
generados con altos niveles de C393S (Figura R10) podrían dotar a las células de una excesiva 
rigidez que dificultaría la adhesión y expansión celular (Freeman et al., 2011; Thauland et al., 
2017). Al sobreexpresar GFP-SSH1 tendríamos el efecto contrario: los mayores niveles 
iniciales de cofilina activa (Figura R4) producirían una mayor dinámica y capacidad de 
reorganización del citoesqueleto, lo que se reflejaría en un mayor y más rápido clareamiento 
de actina en los momentos iniciales de la activación (Figura R15 B y Vídeo 10). Efectos 
similares a los observados con el mutante C393S se han visto en células deficientes en WASP 
(proteína implicada en la polimerización de actina): las células formaban SI normales en 
cuanto a la diferenciación de pSMAC y dSMAC, pero perdían estabilidad más rápidamente 
que las células control (Sims et al., 2007), lo que apoya la importancia de un correcto 
funcionamiento de la dinámica de actina para la interacción celular. 
En resumen, la sobreexpresión de SSH1 y el consiguiente aumento de cofilina activa 
aceleran el clareamiento de actina inicial, mientras que en el caso del C393S, el clareamiento 
de actina está muy retrasado, lo que afecta a la dinámica del TCR y acelera la retracción 
celular. Estos efectos observados en la dinámica de actina y del TCR podrían tener algún 
efecto en la señalización temprana de los linfocitos T, por lo que nos propusimos investigar 
este aspecto en más detalle. 
 
5.7. Papel de SSH1 en la señalización temprana de los linfocitos T 
El estudio de la señalización temprana en los linfocitos T CD4+ arroja resultados 
interesantes sobre el efecto de la alteración de la dinámica de actina en la activación celular. 
Como se observa en la Figura R17, tanto al sobreexpresar GFP-SSH1 como GFP-C393S se 
observó una mayor fosforilación de CD3 a 5 y 15 minutos tras activación con de células 
Jurkat con APCs. Los mayores niveles de fosforilación de CD3 en las dos situaciones son 
probablemente debidos a motivos diferentes. En el caso del C393S, los mayores niveles de 
actina filamentosa retrasarían la centralización del TCR al cSMAC. Al ser ésta la zona de 
apagamiento de la señal (Lee et al., 2003; Varma et al., 2006), la permanencia del TCR en 
periferia daría lugar a unos mayores niveles de fosforilación de CD3. En el caso de las células 
con GFP-SSH1, la mayor fosforilación de CD3probablemente sea debida a una mayor 
dinámica de actina, que facilitaría el acceso de moléculas activas a los complejos de 
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señalización que se ensamblan durante la migración de los microcomplejos de TCR y los 
activan (Kaizuka et al., 2007; Gowrishankar et al., 2012).  
Sin embargo, sólo en el caso del GFP-SSH1 los mayores niveles de pCD3 se traducen en 
mayores niveles de pPLC1 (Figura R17). Anteriormente se ha descrito que la dinámica de 
actina participa en la activación de PLC1, aunque el mecanismo exacto no está claro (Babich 
et al., 2012). Es posible que la mayor capacidad de reorganización del citoesqueleto de actina 
en las células GFP-SSH1 ayude a la activación de PLC1 mediante un mayor reciclaje en la 
zona de la SI o facilitando su interacción con su activador Itk en los complejos de señalización 
cerca de la membrana plasmática (Figura In1). En cuanto a las células C393S, observamos que 
el bloqueo de la centralización del TCR (Figura R13 y Vídeo 5) y la alteración de la dinámica 
de actina a tiempos tempranos (Figuras R15 y R16) no parecen afectar a la fosforilación de 
PLC1. Puede que los mayores niveles de fosforilación de CD3 en periferia contrarresten los 
defectos que la menor dinámica de actina produciría sobre la activación de PLC1 según lo 
descrito en la literatura (Babich et al., 2012). 
Cuando realizamos experimentos de movilización de calcio, observamos menores 
niveles de calcio tanto en el caso del GFP-SSH1 como en el de GFP-C393S, aunque sólo este 
último presentó diferencias significativas respecto a las células control (aunque en cualquier 
caso las diferencias eran muy pequeñas) (Figura R18 C). El citoesqueleto de actina y sus 
reguladores participan en la movilización de calcio de varias maneras (Figura D4) (Babich & 
Burkhardt, 2013): en una primera fase, la dinámica de actina facilita la activación de PLC1 y 
la liberación intracelular de calcio desde el retículo endoplasmático. Posteriormente, 
participa en la apertura de canales de calcio en la membrana plasmática para la entrada de 
calcio extracelular. La elevación de los niveles intracelulares de calcio promueven a su vez la 
remodelación del citoesqueleto (Babich & Burkhardt, 2013; Hartzell et al., 2016), 
estableciendo así dos bucles de retroalimentación positiva entre la dinámica de actina y la 
movilización de calcio (Figura D4, bucle 1 y bucle 2). Los niveles normales de pPLC1 en las 
células GFP-C393S sugieren que el defecto en la movilización de calcio ocurre a nivel del 
establecimiento del bucle de retroalimentación 2 debido quizá a la mayor estabilidad del 
citoesqueleto en estas células. Por su parte, los mayores niveles de pPLC1 observados en las 
células GFP-SSH1 no se traducirían en mayores niveles de calcio porque la alteración del 
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citoesqueleto (dinámica demasiado elevada) compensaría esta mayor activación de PLC1 
con la alteración de la interacción calcio/citoesqueleto a nivel del bucle 2 (Figura D4).  
Es importante tener en cuenta que mientras que en los ensayos de fosforilación de 
moléculas de señalización la activación se produjo en el contexto de una interacción linfocito 
T/APC, en el caso de los experimentos de movilización de calcio las células se estimularon 
utilizando tetrámeros anti-CD3/CD28 que entrecruzan TCRs a nivel de membrana. Sería 
interesante realizar estos experimentos funcionales (tanto fosforilación de moléculas por 
debajo del TCR como movilización de calcio) con un estímulo menos fuerte, ya que una señal 
antigénica demasiado fuerte podría estar enmascarando diferencias que quizá se apreciarían 




















Figura D4: Relación entre la dinámica del citoesqueleto de actina y el aumento de calcio intracelular. 1) Ante 
una señal antigénica, se disparan rutas de señalización por debajo del TCR que llevan a la activación de PLC1, a 
la cual contribuye la dinámica de actina. La producción de IP3 a partir de PIP2 promueve la liberación de calcio del 
retículo endoplasmático (RE), lo que puede durar minutos y a su vez promueve la dinámica de actina a través de 
su regulación de moléculas moduladoras del citoesqueleto (bucle de retroalimentación 1). 2) Si existe una señal 
antigénica sostenida, el calcio liberado del RE promueve la apertura de los canales de calcio Ora1 por STIM1, en 
lo que también participa la dinámica de actina. La entrada masiva de calcio extracelular que se produce contribuye 
aún más a la dinámica de actina, estableciendo un segundo bucle de retroalimentación positiva (bucle 2). 
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5.8. Papel de SSH1 en la migración celular 
El citoesqueleto de actina es clave en el movimiento celular (apartado 1.2.2 de la 
Introducción). Por ello, creímos relevante estudiar el papel de SSH1 en el proceso de la 
migración.  
Los resultados de la migración en 2D muestran que las células que sobreexpresaban 
GFP-SSH1 eran más lentas en su avance a lo largo del canal, aunque estas diferencias no son 
significativas (Figura R19 B). A pesar de esta menor velocidad de desplazamiento, las células 
GFP-SSH1+ acumularon más distancia total recorrida (Figura R19 C), lo que se explica por el 
mayor número de cambios de dirección y de pared observados (Figura R19 D), que son 
medidas indirectas de la direccionalidad de la célula: una célula que cambia de sentido 
repetidamente en su trayectoria a lo largo del canal, recorrerá más distancia total, aunque la 
distancia real que avanza a lo largo del canal será menor y su velocidad de avance será más 
lenta. Por el contrario, las células GFP negativas y las GFP-C393S+ tienden a recorrer el canal 
de manera unidireccional, entrando por un extremo y saliendo por el contrario sin cambiar 
de sentido en su movimiento. El mayor número de cambios de pared de las células GFP-SSH1+ 
podría indicar además una menor capacidad de adhesión a ICAM-1, por lo que sería 
interesante realizar ensayos de adhesión.  
La relevancia fisiológica de estos parámetros va más allá de la mera capacidad de migrar. 
En trabajos del laboratorio del Dr. Krummel observaron un menor número de cambios de 
dirección en 2D y una mayor velocidad de desplazamiento en microcanales cuando 
deplecionaban miosina 1G (Jacobelli et al., 2010; Gerard et al., 2014), el efecto inverso al que 
obtenemos nosotros al sobreexpresar SSH1. Las células deplecionadas de miosina 1G 
mostraron además una menor capacidad de escanear y encontrar APCs, como sugiere la 
menor tasa de supervivencia observada en ratones inmunizados con números crecientes de 
APCs a  los que se transfirieron células OT-I deplecionadas de miosina 1G (Gerard et al., 2014). 
La menor direccionalidad y velocidad de avance de las células GFP-SSH1+ podría indicar que 
estas células son más eficientes a la hora de encontrar antígenos extraños y de escanear 
APCs. 
Existen trabajos previos en los que estudian el papel del módulo de cofilina en el 
movimiento en 2D. En uno de ellos, la alteración del módulo de cofilina mediante siRNA de 
cofilina o activación de LIMK no produjo alteraciones en el movimiento (Klemke et al., 2010). 
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Sin embargo, en otro observaron defectos en la direccionalidad del movimiento aleatorio (en 
ausencia de gradiente de quimioquinas) al silenciar tanto cofilina como LIMK1, pero no SSH1, 
mientras que en situaciones de quimiotaxis encontraron menor velocidad y direccionalidad 
al silenciar cualquiera de las tres (Nishita et al., 2005). En nuestro caso, al sobreexpresar SSH1 
observamos menor velocidad y direccionalidad en ausencia de quimiotaxis (Figura R19). En 
conjunto, parece que cualquier perturbación del módulo de cofilina (inhibición de cofilina, 
LIMK o SSH1, o sobreexpresión de SSH1) produce alteraciones en la direccionalidad, por lo 
que este módulo parece crítico para este aspecto del movimiento celular.  
Llama la atención que las células que sobreexpresan el mutante catalítico C393S 
presenten un fenotipo normal en cuanto a migración, contrastando con lo observado al 
silenciar SSH1 (Nishita et al., 2005). Es importante tener en cuenta las diferencias 
metodológicas en los ensayos: Nishita et al. emplearon transwells sin ICAM-1, con SDF-1α en 
el pocillo inferior, o cámaras Dunn con un gradiente de SDF-1α, mientras que en nuestro caso 
las células estaban en microcanales con ICAM-1 y en ausencia de quimioquinas. Además, no 
empleamos siRNAs sino que sobreexpresamos un mutante catalítico, por lo que se trata de 
una perturbación totalmente diferente pero quizá menos severa, ya que puede que la 
dinámica de actina no esté totalmente alterada en todas las células analizadas debido a los 
bajos niveles de expresión obtenidos en general en las transfecciones de blastos CD8+ de 
ratón.  
Creímos relevante estudiar además la migración en 3D, donde el citoesqueleto de actina 
es crítico para poder modular la forma celular y adaptarla a espacios intersticiales pequeños 
(Lammermann et al., 2008). En el caso de las células con GFP-SSH1, parece lógico que la 
mayor activación de cofilina produzca un aumento en la plasticidad del citoesqueleto y por 
tanto facilite la adaptación de la morfología celular a los espacios de la matriz de colágeno, 
aumentando así tanto la velocidad de migración como la distancia que recorren (Figura R20). 
En el trabajo de Klemke et al. mencionado anteriormente, estudiaron también la implicación 
del módulo de cofilina en la migración 3D mediante transwells cubiertos con una matriz 
gruesa de Matrigel y observaron que tanto el silenciamiento de cofilina como la activación 
de LIMK producían pérdida en la direccionalidad y velocidad del movimiento (Klemke et al., 
2010). Esto sería consistente con nuestros resultados al sobreexpresar SSH1, que sería la 
situación contraria al estudio mencionado y donde encontramos mayor velocidad de 
migración (Figura R20).  
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En cuanto a la sobreexpresión del mutante C393S, sería esperable que, al producir un 
citoesqueleto más estable y con menor capacidad de remodelación, hubiera un defecto en 
la migración. Es posible que los espacios de la matriz de colágeno sean demasiado estrechos 
y las células utilicen el citoesqueleto de tubulina para adaptarse a estos huecos tan pequeños 
(Lammermann et al., 2008), llegando a ser incluso más eficientes que las células control. En 
cualquier caso, este resultado es sorprendente y difícil de explicar y merece ser investigado 
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CONCLUSIONES 
Los resultados presentados en este trabajo permiten concluir: 
1. Los niveles de cofilina activa siguen una respuesta ultrasensible y biestable en función de 
los niveles de SSH1 en la que existe además irreversibilidad al retirar el estímulo que activó 
el módulo de señalización. Esta ultrasensibilidad está mediada, al menos en parte, por el 
aumento de actividad de SSH1 tras su unión a F-actina y por la acumulación local de 
cofilina y SSH1 en la SI. 
2. SSH1 se polariza a la periferia de la SI en tiempos tempranos de la interacción de manera 
dependiente de su unión a actina pero independiente de su actividad catalítica. 
3. La sobreexpresión de SSH1 o cofilina produjo alteraciones morfológicas pero ni la 
sobreexpresión de SSH1 ni de su mutante catalítico C393S afectaron a la localización de 
CD3, LFA1 o el MTOC en SI maduras, aunque sí a la distribución de actina filamentosa. 
4. La sobreexpresión del mutante catalítico C393S produjo un aumento en los niveles totales 
de F-actina, lo que se reflejó en una alteración en la dinámica de actina durante la 
activación celular, un retraso en la adhesión tras estimulación por anticuerpos y un 
bloqueo de la centralización del TCR en la SI. 
5. La sobreexpresión de SSH1 produjo una mayor activación de CD3 y de PLC1 que no se 
tradujeron en mayores niveles de calcio. Por su parte, la sobreexpresión del mutante 
C393S produjo una mayor activación de CD3 pero un defecto en la movilización de calcio 
debido probablemente a la alteración de bucles de retroalimentación entre calcio y 
dinámica de actina.  
6. SSH1 regula la direccionalidad de la migración en dos dimensiones y la capacidad de 
migrar en matrices tridimensionales de colágeno. 
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CONCLUSIONES 
The results presented in this work allow us to conclude the following: 
1. Active cofilin levels follow an ultrasensitive and bistable response as a function of SSH1 
levels, in which there is also irreversibility upon retrieval of the stimulus that activated the 
signaling module. This ultrasensitivity is mediated, at least in part, by the increase in SSH1 
activity upon binding to F-actin and by the local accumulation of both cofilina and SSH1 at 
the IS. 
2. SSH1 is polarized to the periphery of the IS in the early stages of the interaction in a 
manner dependent on its binding to actin but independent of its catalytic activity. 
3. The overexpression of SSH1 or cofilin caused morphological alterations, but neither the 
overexpression of SSH1 nor its catalytic mutant C393S affected the localization of CD3, 
LFA1 or the MTOC in the mature IS, although F-actin distribution was altered. 
4. The overexpression of the catalytic mutant C393S caused an increase in the total levels of 
F-actin, which was reflected in altered actin dynamics during cell activation, delayed 
adhesion upon antibody stimulation and a blockade of TCR centralization at the IS. 
5. The overexpression of SSH1 caused higher activation of CD3 and PLC1, which was not 
translated in higher calcium levels. The overexpression of the C393S mutant caused higher 
activation of CD3 but defective calcium mobilization probably due to the alteration of 
the feedback loop between calcium and actin dynamics. 
6. SSH1 regulates the directionality of migration in two dimensions and the capacity to 
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ANEXO I: INFORMACIÓN SUPLEMENTARIA 
- Vídeo 1: Dinámica de SSH1 y CD3 en la SI entre células Jurkat y células Raji.  Se 
cotransfectaron células  J77 con las  construcciones GFP-SSH1 (verde) y CD3-mCherry (rojo) 
y se activaron con células Raji cargadas con SEE y marcadas con CMAC (azul). La interacción 
celular se observó mediante microscopía confocal a tiempo real, con un intervalo temporal 
de 5 minutos desde el momento inicial de la interacción. El vídeo muestra un ejemplo 
representativo de 3 células. Barras de escala: 5 µm. 
 
- Vídeo 2: Dinámica de SSH1 y actina en la SI entre células Jurkat y células Raji.  Se 
cotransfectaron células  J77 con las  construcciones GFP-SSH1 (verde) y LifeAct-RFP (rojo) y 
se activaron con células Raji cargadas con SEE y marcadas con CMAC (azul). La interacción 
celular se observó mediante microscopía confocal a tiempo real, con un intervalo temporal 
de 5 minutos desde el momento inicial de la interacción. El vídeo muestra un ejemplo 
representativo de 3 células. Barras de escala: 5 µm. 
 
- Vídeo 3: Dinámica de centralización del TCR en SI de blastos CD8+ sin transfectar, activados 
sobre bicapas lipídicas presentadoras de antígeno.  Se tiñeron blastos CD8+ de ratones OT-I 
con un anticuerpo anti-TCRβ (pseudocolor) y se activaron sobre bicapas lipídicas 
presentadoras de un antígeno específico (OVA). La activación celular se observó mediante 
microscopía de TIRF, adquiriendo imágenes cada 116 ms desde momentos iniciales de la 
interacción con la bicapa. El vídeo muestra un ejemplo representativo de 3 células. Barras de 
escala: 5 µm. 
 
- Vídeo 4: Dinámica de centralización del TCR en células que sobreexpresan SSH1 activadas 
sobre bicapas lipídicas presentadoras de antígeno.  Se transfectaron blastos CD8+ de ratones 
OT-I con la construcción GFP-SSH1 (verde) y se tiñeron con un anticuerpo anti-TCRβ (rojo). 
Estas células se activaron sobre bicapas lipídicas presentadoras de OVA y se observaron 
mediante microscopía de TIRF, adquiriendo imágenes cada 743 ms desde momentos iniciales 
de la interacción con la bicapa. El vídeo muestra un ejemplo representativo de 3 células. 
Barras de escala: 5 µm. 
 
- Vídeo 5: Dinámica de centralización del TCR en células que sobreexpresan el mutante 
catalítico C393S activadas con bicapas lipídicas presentadoras de antígeno.  Se 
transfectaron blastos CD8+ de ratones OT-I con la construcción GFP-C393S (verde) y se 
tiñeron con un anticuerpo anti-TCRβ (rojo). Estas células se activaron sobre bicapas lipídicas 
presentadoras de OVA y se observaron mediante microscopía de TIRF, adquiriendo imágenes 
cada 718 ms desde momentos iniciales de la interacción con la bicapa. El vídeo muestra un 
ejemplo representativo de 4 células. Barras de escala: 5 µm. 
 
- Vídeos 6 y 7: Dinámica de actina en la SI de células que sobreexpresan SSH1 activadas sobre 
bicapas lipídicas presentadoras de antígeno.  Se cotransfectaron blastos CD8+ de ratones 
OT-I con la construcción GFP-SSH1 (verde) y LifeAct-RFP (rojo). Estas células se activaron 
sobre bicapas lipídicas presentadoras de OVA y se observaron mediante microscopía de TIRF, 
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adquiriendo imágenes cada 597 ó 574 ms (Vídeo 6 y Vídeo 7, respectivamente) desde 
momentos iniciales de la interacción con la bicapa. El vídeo muestra un ejemplo 
representativo de 4 células. Barras de escala: 5 µm. 
 
- Vídeo 8: Dinámica de actina en la SI de células que sobreexpresan el mutante C393S 
activadas sobre bicapas lipídicas presentadoras de antígeno.  Se cotransfectaron blastos 
CD8+ de ratones OT-I con la construcción GFP-C393S (verde) y LifeAct-RFP (rojo). Estas células 
se activaron sobre bicapas lipídicas presentadoras de OVA y se observaron mediante 
microscopía de TIRF, adquiriendo imágenes cada 598 ms desde momentos iniciales de la 
interacción con la bicapa. El vídeo muestra un ejemplo representativo de 3 células. Barras de 
escala: 5 µm. 
 
- Vídeo 9: Dinámica de actina en células que sobreexpresan GFP sola (control) activadas con 
anticuerpos. Se cotransfectaron células Jurkat CH7 con una construcción de GFP sola y con 
el plásmido LifeAct-RFP. Estas células se activaron sobre cristales con anti-CD3 (UCHT-1) y se 
observaron mediante microscopía de TIRF desde el momento inicial de la interacción, 
adquiriendo imágenes cada 108 ms. En el vídeo se muestra únicamente la dinámica de actina 
(LifeAct-RFP), en un ejemplo representativo de 3 células. Barras de escala: 5 µm. 
 
- Vídeo 10: Dinámica de actina en células que sobreexpresan GFP-SSH1 activadas con 
anticuerpos. Se cotransfectaron células Jurkat CH7 con la construcción de GFP-SSH1 y con el 
plásmido LifeAct-RFP. Estas células se activaron sobre cristales con anti-CD3 (UCHT-1) y se 
observaron mediante microscopía de TIRF desde el momento inicial de la interacción, 
adquiriendo imágenes cada 108 ms. En el vídeo se muestra únicamente la dinámica de actina 
(LifeAct-RFP), en un ejemplo representativo de 3 células. Barras de escala: 5 µm. 
 
- Vídeo 11: Dinámica de actina en células que sobreexpresan GFP-C393S activadas con 
anticuerpos. Se cotransfectaron células Jurkat CH7 con la construcción de GFP-C393S y con 
el plásmido LifeAct-RFP. Estas células se activaron sobre cristales con anti-CD3 (UCHT-1) y se 
observaron mediante microscopía de TIRF desde el momento inicial de la interacción, 
adquiriendo imágenes cada 108 ms. En el vídeo se muestra únicamente la dinámica de actina 
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